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1 Einleitung und Motivation 
In natürlicher Umgebung leben schätzungsweise 99 % aller Bakterien in Biofilmen oder 
einzeln auf Oberflächen [1]. Costerton et al. beschreiben einen Biofilm als eine struktu-
rierte Gemeinschaft von Bakterien, welche umschlossen von einer selbstproduzierten, 
polymeren Matrix auf inerten oder lebenden Oberflächen anhaften [2]. Biofilme kommen 
in sehr vielen verschiedenen Bereichen wie beispielsweise auf medizinischen Hilfsmittel, 
in Rohrleitungssystemen für Trink- und Brauchwasser, in Klimaanlagen und Wärmetau-
schern, in Meerwasserentsalzungsanlagen und auf Schiffsrümpfen vor [3-7]. Doch auch 
an alltäglichen Gegenständen wie Türklinken, Treppengeländer, Fahrstuhlknöpfen oder 
Telefonhörer können Bakterien anhaften. Die Adhäsion von pathogenen Bakterien an 
Gewebe oder Materialien ist außerdem ein kritischer Schritt in der Verursachung von 
nahezu allen Infektionen wie z.B. Atemwegserkrankungen, Harnwegsinfektionen und 
Entzündungen des Verdauungstrakts [8;9].  
Zum besseren Verständnis wurde ein Modell der Biofilmbildung mit fünf charakteristi-
schen Schritten entwickelt (Abbildung 1). Die erste Station stellt eine nackte biotische 
oder abiotische Oberfläche dar [5]. Diese wird im zweiten Schritt im Kontakt mit einem 
flüssigen Medium mit Molekülen aus diesem belegt, es bildet sich ein Conditioningfilm 
[10;11]. Es erfolgt anschließend die initiale Adhäsion von Bakterien, welche aufgrund 
Brownscher Bewegung, Sedimentation oder Eigenbewegung, einzeln oder in bereits 
vorher gebildeten Agglomeraten, die Oberfläche erreichen.  
Durch die Belegung der Oberfläche mit einem Conditioningfilm erfolgt die Bindung an 
eine Oberfläche in den meisten Fällen zwischen Bakterien und Conditioningfilm und 
nicht direkt zwischen Bakterien und Substrat [12;13]. Die nächsten Stationen der Bio-
filmentstehung geschehen nicht strikt in zeitlicher Abfolge, sondern sind mehr als paral-
lele Ereignisse zu betrachten. Zum einen beginnt die Kommunikation der Bakterien 
miteinander (Quorum Sensing). Zum anderen wird die bisher reversible Anhaftung der  
Abbildung 1: Schematische Darstellung der Biofilmbildung auf biotischen oder abiotischen 
Oberflächen 
Oberfläche Conditioningfilm Initiale Adhäsion Quorum Sensing Extrazelluläre Matrix 
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Bakterien auf der Oberfläche durch die Bildung und Sekretion einer extrazellulären, 
polymeren Matrix verstärkt. Der Biofilm ist ab diesem Stadium weitestgehend vor äuße-
ren physikalischen und chemischen Einflüssen geschützt [1;14-16].  
An der Entstehung eines Biofilms sind meist verschiedene Spezies von Bakterien betei-
ligt, so dass beispielsweise Stoffwechselprodukte der einen Spezies das Wachstum 
einer anderen unterstützen können [1;2;17]. Die Bakterien übernehmen in der Gemein-
schaft eines Biofilms verschiedene Aufgaben und können sich in ihrer Genexpression 
stark unterscheiden [18]. Die von den Bakterien gebildete, extrazelluläre Matrix besteht 
hauptsächlich aus bakteriellen Exopolysacchariden, die große Mengen an Wasser bin-
den können [19]. Die Zusammensetzung dieser Matrix ist außerdem abhängig von der 
Position im Biofilm, vom Alter des Biofilms, von der Wachstumsgeschwindigkeit, der 
Nährstoffzufuhr und vom matrixbildenden Bakterienstamm [19;20]. Diese umgebende 
Schleimschicht stellt zudem ein effektives Filtersystem dar, mittels dessen essentielle 
Mineralien und Nährstoffe aus der Umgebung in den Biofilm eingebracht und über inter-
ne Kanäle verteilt werden [1;21;22]. Hat sich ein Biofilm einmal entwickelt und ist von 
extrazellulärer Matrix umgeben, ist er nahezu resistent gegenüber Bakteriophagen, 
Bioziden und Antibiotika und kann der Immunantwort eines Wirtsorganismus standhalten 
[1;16].  
Um an Oberflächen anbinden zu können, bilden Bakterien auf ihrer Membran spezielle 
Proteine. Diese sogenannten Adhesine wechselwirken mit Molekülen des Conditioning-
films, der die Substratoberfläche bedeckt. Adhesine besitzen eine sehr hohe Selektivität 
für ihre Zielmoleküle und erkennen molekulare Strukturen nach dem Schlüssel-Schloss-
Prinzip [5;9]. Da die Bindung zwischen Bakterien und einer Oberfläche sehr häufig durch 
einen Conditioningfilm vermittelt wird, hängt die Stabilität eines initialen Biofilms von der 
Struktur, dem Aufbau und der chemischen Zusammensetzung dieses Conditioningfilms 
ab [5;9]. Daher kommt dieser Molekülschicht eine besondere Bedeutung zu. 
Das Chemieunternehmen BASF SE startete 2008 eine Forschungsinitiative an der 
Harvard University in Boston. Das Ziel dieser Initiative ist es, durch das grundlegende 
Verständnis der Biofilmbildung, neue Strategien für deren Kontrolle entwickeln zu kön-
nen. In verschiedenen Arbeitsgruppen werden dazu Biofilme mit unterschiedlichsten 
Forschungsansätzen in ihren verschiedenen Entwicklungsstadien charakterisiert und 
untersucht. Die vorliegende Arbeit stellte ein Teilprojekt dieser Forschungsinitiative dar 
und beschäftigt sich mit der Belegung der Materialoberflächen mit Biomolekülen aus 
dem umgebenden, flüssigen Medium. Die Ausbildung solcher bioorganischer Filme, 
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auch „conditioning film“ genannt, erfolgt vor der initialen Adhäsion von Bakterien und 
stellt damit einen der ersten Schritte in der Biofilmbildung dar (Abbildung 1). 
Die ersten Untersuchungen von Oberflächen, die mit Molekülen aus einem umgebenden, 
flüssigen Medium belegt waren, fanden im Bereich der Meerwasserforschung statt. 
Dabei identifiziert Baier 1972 Proteine als Hauptbestandteil eines marinen Conditioning-
films auf Germanium [23]. Der Begriff „conditioning film“ wird erstmals 1975 von Loeb 
und Neihof benutzt, Compère bezeichnet dieses Ereignis als „molecular fouling“[24;25]. 
Mittels XPS und TOF-SIMS wurde die Veränderung der chemischen Zusammensetzung 
eines Conditioningfilms mit der Zeit gezeigt. So lagern sich Proteine als eine der ersten 
Molekülgruppen an, nach 24 Stunden sind zusätzlich Polysaccharide nachweisbar. Dies 
führt zu der Vermutung, dass Proteine zum Teil gegen Polysaccharide ausgetauscht 
werden [24]. Der Austausch von Molekülen auf der Oberfläche ist vor allem für Proteine 
weithin bekannt. Kleinere Proteine adsorbieren schneller an eine Oberfläche, werden 
dann aber zu einem späteren Zeitpunkt teilweise durch größere Proteine mit stärkerer 
Affinität ersetzt. Das Phänomen ist als Vromaneffekt beschrieben [26-30]. 
Im medizinischen Bereich kommen Conditioningfilme überall dort vor, wo Körperflüssig-
keiten mit Materialoberflächen in Kontakt kommen. Beispiele für körperfremde Materia-
lien sind Implantate aller Art (Zahnimplantate, Gelenkimplantate), die dauerhaft im Kör-
per verbleiben, sowie vorübergehend im Körper verbleibende Gegenstände wie Urin-, 
Venen- und Herzkatheter, Wunddrainagen oder auch Kontaktlinsen [31;32]. So kann ein 
Conditioningfilm die Anhaftung von Gewebezellen auf dauerhaft im Körper verbleiben-
den Implantaten begünstigen und so die Integration des Materials fördern. Andererseits 
kann sich ein Conditioningfilm negativ auf den Heilungsprozess nach einer Implantation 
auswirken, indem er die Anhaftung von Bakterien vermittelt [31;33]. Insbesondere die 
Conditioningfilme aus Blut, Tränen, Urin und Speichel beeinflussen die Adhäsion von 
Bakterien an Biomaterialien [32]. Busscher et al. beobachteten in einer Flusszelle bei-
spielsweise ein erleichtertes Ablösen eines Biofilms, wenn die Glasoberfläche vorher mit 
Speichelproteinen behandelt wurde [12]. Der von Speichelproteinen gebildete Conditio-
ningfilm auf den Zähnen wird „acquired pellicle“ genannt. Durch den Einsatz von SDS-
PAGE und immunosensitiven Methoden können Albumin, Glyko- und Phosphorproteine, 
sowie Lipide, Enzyme und verschiedenen Antikörper als dessen Bestandteile identifiziert 
werden [4;34].  
Auch der urininduzierte Conditioningfilm, im weiteren Urinfilm genannt, spielt im medizi-
nischen Bereich eine wichtige Rolle. Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich detailliert mit 
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der Charakterisierung solcher Urinfilme auf unterschiedlichen polymeren und nichtpoly-
meren Materialoberflächen. Diese Charakterisierung ist von besonderer Bedeutung, da 
solche Urinfilme an der Biofilmbildung auf Harnwegskathetern beteiligt sein können und 
diese Biofilme wiederum häufig zu katheterassoziierten Harnwegsinfektionen führen. In 
Deutschland ziehen sich jährlich ca. 155 000 Patienten im Krankenhaus eine Harnwegs-
infektion zu, wovon ~ 80 % katheterbedingt sind [35-37]. Die Benutzung von Urinkathe-
tern wurde schon in Schriften der Antike beschrieben. 1930 entwickelte Dr. Frederick 
Foley das Design des modernen Urinkatheters, welches sich seit nunmehr 70 Jahren 
bewährt hat [28]. Als Kathetermaterialien werden heute Latex, Silikon, PVC, Teflon- und 
Hydrogel- und Silberbeschichtungen verwendet [33]. All diese Oberflächen werden mit 
molekularen Bestandteilen des durchfließenden Urins belegt. Urin stellt ein dabei verän-
dertes Ultrafiltrat des Blutplasmas dar, jedoch mit einem 1000fach niedrigeren Protein-
gehalt. Insgesamt befinden sich im Urin ungefähr 1500 verschiedene Proteine und 200 
Peptide [38]. Die Hälfte des Gesamtproteins im Urin von 50 - 100 mg pro Tag stammt 
nicht aus dem Blutplasma, sondern wird von Endothelzellen im Harntrakt freigesetzt 
[39;40]. Das wichtigste Protein dieser Klasse ist das Tamm-Horsfall-Glykoprotein (THP), 
welches 1950 von Tamm und Horsfall erstmals isoliert wurde [41]. Es ist mit einem 
Anteil von ~ 50% der Hauptbestandteil des Urinproteoms und kann durch Interaktion mit 
manchen uropathogenen Bakterien, vor allem E. coli Spezies, deren Adhäsion an Mate-
rial- oder Gewebeoberflächen verhindern [38;42].  
Als Besonderheit werden im Bereich der Biofilmbildung auf Urinkathetern verkrustete 
und unverkrustete Biofilme unterschieden [28;30]. Für die Entwicklung von katheterver-
ursachten Harnwegsinfektionen spielen sowohl die Biofilmbildung als auch die Entste-
hung von Verkrustungen eine wichtige Rolle. Diese beiden Phänomene sind nicht exakt 
voneinander zu trennen, beeinflussen sich gegenseitig und können zur vollständigen 
Blockade des Katheters führen [28;43;44]. Die Verkrustungen bestehen vorwiegend aus 
Ammoniummagnesiumphosphat (Struvit), Kalziumphosphat und Kalziumoxalat. Es 
können aber auch Proteine wie humanes Serumalbumin (HSA) beteiligt sein [30;45-47]. 
Der bakterielle Einfluss auf die Entstehung dieser Verkrustungen wird in der Literatur 
kontrovers diskutiert. Während Stickler et al. 1993 keine Verkrustungen von Kathetern 
mit Urease-negativen Bakterien feststellt, detektieren Keane et al. auch Verkrustungen 
ohne bakteriellen Einfluss [48;49]. Eine Erklärung für diese Ergebnisse sind zwei unter-
schiedliche Mechanismen, die zur Entstehung von solchen Verkrustungen führen. Im 
ersten Fall spaltet die von Urease-positive Bakterien gebildete Urease den Harnstoff 
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über eine Zwischenstufe in Ammoniak und Kohlendioxid und der pH-Wert steigt an. 
Dadurch fallen Calcium- und Magnesiumphosphate aus, aggregieren und es kommt 
relativ schnell zu Verkrustungen [43;44]. Im zweiten Fall entstehen Verkrustungen ohne 
den Einfluss von bakterieller Urease langsam durch die Aggregation von Calciumphos-
phat und Caliumoxalat [28].  
Die Zusammensetzung des Urinfilms hat daher sowohl einen Einfluss auf die Entste-
hung von Verkrustungen als auch auf die bakterielle Adhäsion [28;30]. So ist das aus 
dem Harntrakt stammende Protein THP in der Lage die Aggregation von Calciumoxa-
latkristallen zu vermeiden [50]. Zudem wurde THP wiederholt auf nichtverkrusteten 
Kathetern detektiert [30;51]. Hohe Harnstoffkonzentrationen können die Anhaftung von 
uropathogenen Bakterien verringern, während verschiedene Kreatininkonzentrationen 
auf der Oberfläche keinen signifikanten Einfluss haben [52]. Bakterien der Gattungen 
Escherichia coli, Proteus mirabilis und Staphylococcus epidermidis haften zudem stärker 
auf einem Latexkatheter in PBS im Vergleich zu Urin oder einer Harnstofflösung. Die 
absolute Zahl der anhaftenden Bakterien unterscheidet sich jedoch für die verschiedene 
Bakterien stark [53;54]. Die bakterielle Adhäsion kann zudem durch verschiedene Be-
schichtungen wie Silber, Heparin oder auch α-Tropomyosin verringert werden, die Stabi-
lität der Beschichtungen ist aber nicht immer gegeben [55-58]. Der Zusammenhang 
zwischen Verkrustungen und bakterieller Adhäsion wird zudem durch eine elektronen-
mikroskopische Aufnahme deutlich, auf der die Anhaftung von Bakterien direkt auf kri-
stallinen Formen zu sehen ist [59]. 
Das Wissen um den Einfluss von urineigenen Molekülen auf die Anhaftung von Krank-
heitserregern soll helfen, Strategien zur Vermeidung von katheterassoziierten Harn-
wegsinfektionen entwickeln zu können [52;60]. Als chemische Elementanalyse findet 
XPS häufig Anwendung [52;54;61;62]. Als abbildende Methode werden elektronenmik-
roskopische Aufnahmen herangezogen, seltener auch AFM-Aufnahmen [61;63-66]. Die 
Proteinzusammensetzung wird in einzelnen Fällen mittels SDS-PAGE, Tandem MS-MS 
und Westernblot untersucht [30;51]. Die zuletzt genannten Methoden beinhalten jedoch 
immer einen kritischen Ablöseprozess des Conditioningfilms. Es ist weiter zu beachten, 
dass aufgrund der Komplexität des Urinproteoms und anderen, eventuell störenden 
Urininhaltsstoffen ein hoher Anspruch an die verwendeten Analysemethoden gestellt 
wird [38].  
Die bisherigen Untersuchungen betrachten den Urinfilm bedingt durch die Wahl einer 
Methode nicht in seiner Gesamtbeschaffenheit, sondern fokussieren sich auf Teilaspek-
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te wie einzelne Stoffgruppen oder chemische Elemente. Durch die Heterogenität des 
Urins sowie die geringen Konzentrationen einzelner Komponenten stoßen viele Metho-
den zudem an ihre Grenzen.  
Die Motivation und das Ziel dieser Forschungsarbeit ist die Weiterentwicklung und Etab-
lierung verschiedener biophysikalischer Methoden, um physikochemische Eigenschaften 
eines Urinfilms detailliert zu charakterisieren. Darauf aufbauend sollen später neue 
Konzepte und Strategien entwickelt werden, um die Biofilmbildung auf Harnwegskathe-
tern zu verhindern. Aufgrund der erwarteten Komplexität eines Urinfilms ist diese Cha-
rakterisierung nur durch die Kombination und Synergie verschiedener Methoden möglich. 
Die Bestimmung der Schichtdicke und die chemische Zusammensetzung des Urinfilms 
auf verschiedenen Materialoberflächen geben Hinweise auf den möglichen Einfluss 
eines Substrats auf diese Kenngrößen. Da insbesondere Glykoproteine als Bindungs-
stellen von Bakterien genutzt werden, um an eine Oberfläche anzuhaften, ist die Ent-
wicklung einer Methode zur quantitativen Bestimmung von Proteinkonzentrationen direkt 
auf der Oberfläche besonders wichtig. Um die Adhäsionskräfte zwischen Materialien und 
Bakterien quantitativ beurteilen zu können, wird die Kraftspektroskopie eingesetzt. Dabei 
ist es wichtig ein Testsystem zu etablieren, mit dem für verschiedene Materialoberflä-
chen die Adhäsionskraft gegenüber Bakterien bestimmt werden kann. Durch die Be-
schichtung der Materialoberflächen mit Urin kann zudem dessen Einfluss auf die Wech-
selwirkungen quantitativ studiert werden. 
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2 Material und Methoden 
2.1 Materialien 
Tabelle 1: Chemikalien und Proteine 
Substanz Firma 
Albumin from human serum Sigma Aldrich 
Bovine Serum Albumin Sigma Aldrich 
Complete EDTA-free Proteaseinhibitor Roche 
Concanavalin A Alexa Fluor 488 conjugated Sigma Aldrich 
D-Glukose Fluka 
Fibronectin from human plasma Sigma Aldrich 
Filmtracer™ LIVE⁄DEAD® Biofilm Viability Kit Invitrogen 
H Star Protein B (Hydrophobin) BASF SE 
IgG from human serum Sigma Aldrich 
Kaliumchlorid  Fluka 
Kaliumphosphat monobasisch Fluka 
Lysozyme human recombinant Sigma Aldrich 
Natriumchlorid  Fluka 
Natriumphosphat dibasisch Fluka 
Nutrient Broth Difco  
Tamm-Horsfall-Glycoprotein out of human urine  Biopur 
Transferrin human Sigma Aldrich 
 
Tabelle 2: Primäre und sekundäre Antikörper 
Antigen / Reaktivität Konjugation Wirt Spezifität Firma 
Human Serum Albumin  - Rabbit Whole Molecule Sigma Aldrich 
Tamm-Horsfall-
Glycoprotein 
- Mouse Monoclonal Antikörper 
Online 
Mouse IgG Alexa Fluor 488 Goat Heavy & Light Chains Invitrogen 
Rabbit IgG Alexa Fluor 488 Goat Heavy & Light Chains Invitrogen 
Mouse IgG Gold 10 nm Goat Whole Molecule Sigma Aldrich 
Rabbit IgG Gold 10 nm Goat Whole Molecule Sigma Aldrich 
 
Tabelle 3: Bakterienstämme 
Stamm Herkunft  
Pseudomonas putida Stammsammlung BASF SE  
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Tabelle 4: Nährmedium für Pseudomonas putida 
Substanz Konzentration [g/L] 
Nutrient Broth 8,00 
Glukose 3,00 
 
Tabelle 5: PBS-Puffer 
Substanz Konzentration [g/L] Molarität [mM] 
NaCl 8,00 137,00 
KCl 0,20 2,75 
Na2HPO4 1,44 10,00 
KH2PO4 0,24 1,75 
 
Tabelle 6: Materialien 
Name Material Probenbezeichnung Firma 
Deckglas Borosilikatglas Glas Menzel 
TPU Thermoplastisches Polyurethan TPU Ellastogran 
PVP Polyvinylpyrrolidon PVP BASF SE 
SAN Styrol-Acetonitril  SAN BASF SE 
PEO Polyethylenoxid MW: 200 000 PEO Sigma Aldrich 
Polystyrol Polystyrol MW: 250 000 Polystyrol Acros Organics 
PVC-Folie Polyvinylchlorid MW: 65 000 PVC BASF/CIBA 
Stahl Stahlblech V2A 2-3 mm Stahl Kloeckner 
 
 
Urin 
Die verwendeten Urinproben wurden in der medizinischen Ambulanz der BASF SE  von 
Männern und Frauen abgegeben, anonym gesammelt und vereint. Dadurch entstand 
eine heterogene Sammelurinprobe, die anschließend mit einem Protease-Inhibitor (Ro-
che Complete) gemäß der Packungsbeilage versetzt wurde. Dieser Inhibitor verhindert 
den enzymatischen Abbau der im Urin vorhandenen Proteine. Die Lagerung des so 
vorbereiteten Urins erfolgte bei -20 °C in 15 mL bz w. 50 mL-Gefäßen. Vor der Verwen-
dung wurde die benötigte Menge auf Raumtemperatur (20 °C) temperiert. 
Zur Herstellung eines Urins, der ausschließlich Proteine mit einem Molekulargewicht 
< 30 kDa enthält, wurde eine VivaSpin 20 Filtereinheit (VWR) benutzt.  
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2.2 Methoden 
Die detaillierte Untersuchung von Urinfilmen stellt aufgrund der Heterogenität und der 
geringen Konzentration einzelner Komponenten hohe Ansprüche an die Methoden. Vor 
dem Einsatz der Materialproben für eine Präparation wurden diese mit Ethanol im Ultra-
schallbad für 15 Minuten gereinigt, mit Reinstwasser abgespült und unter einem Stick-
stoffstrom getrocknet (Tabelle 6). Durch diese standardisierte Probenvorbereitung wur-
den störende Einflüsse durch Verunreinigungen der Materialien minimiert. 
2.2.1 Röntgen-Photoelektronenspektroskopie 
Die Röntgen-Photoelektronenspektroskopie (X-ray photoelectron spectroscopy), kurz 
XPS, beruht auf dem Phänomen des Phototeffekts der 1905 von Einstein beschrieben 
wurde. Der Photoeffekt beschreibt die vollständige Übertragung der Energie eines Rönt-
genphotons an ein Elektron innerhalb eines Atoms der zu untersuchenden Probe, was 
zum Herauslösen dieses Elektrons führt. Als analytische Methode wurde XPS erstmals 
1951 von Steinhardt und Serfass eingesetzt. Zwischen 1950 und 1960 entwickelte Kai 
Siegbahn die Ausrüstung und Theorie des XPS wie wir es grundsätzlich heute kennen 
und nutzen [67]. 
2.2.1.1 Prinzip 
Eine Probenoberfläche wird mit einem Röntgenstrahl belichtet, dessen Photonen durch 
den vollständigen Übertrag ihrer Energie Elektronen (Photoelektronen) aus ihrer atoma-
ren Umgebung herauslösen. Photoelektronen von Atomen, die in den oberen 10 nm der 
Oberfläche sitzen werden aus dem Material herausgelöst und im Hochvakuum nach 
Ihrer Energie getrennt und gezählt. Die Energie der Photoelektronen ist spezifisch hin-
sichtlich ihrer atomaren und bindungsspezifischen Umgebung. Die Anzahl der Photo-
elektronen ist dabei abhängig von der Konzentration des jeweiligen Atoms in der Probe. 
So können mit Hilfe von XPS alle chemischen Elemente außer Wasserstoff und Helium 
ab Konzentrationen von > 0,1 Atomprozent identifiziert werden. 
Beim Auftreffen eines Photons auf ein Atom kann es zu drei möglichen Ereignissen 
kommen. Im ersten Fall geht das Photon durch das Atom hindurch und es kommt zu 
keiner Wechselwirkung mit dessen Elektronen. Im zweiten Fall verliert das Photon durch 
den Zusammenstoß mit einem Elektron nur einen Teil seiner Energie, was auch als 
Compton-Effekt bezeichnet wird. Im dritten Fall kommt es zu dem tatsächlichen Photo- 
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effekt, dem verlustfreien Energieübertrag beim Zusammenprall zwischen Photon und 
Elektron (Abbildung 2). Zwischen der Anregung durch das Photon und der Emission des 
Photoelektrons liegen typischerweise ~10-16 Sekunden. Physikalisch wird dieser Prozess 
durch die Formel  2.1 beschrieben. 
 
KEhEB −ν=  
EB = Bindungsenergie 
νh  = Energie der Röntgenquelle 
KE = kinetische Energie 
Formel  2.1: Einsteinsche Formel 
 
Da die Energie der Röntgenquelle νh  bekannt ist und kinetische Energie KE am XPS 
gemessen wird, kann die Bindungsenergie in Elektronenvolt [eV] errechnet und angege-
ben werden. Dabei ist zu beachten, dass die Bindungsenergie von der Umgebung des 
Elektrons abhängt. Die negativ geladenen Elektronen werden von dem positiv gelade-
nen Atomkern angezogen. Je näher ein Elektron dem Kern ist, desto größer ist dessen 
 1s  2s 2p 
Röntgenstrahl Photoelektron  
O1s 
Sauerstoffatom 
Abbildung 2: Emission eines Photoelektrons aus einem Sauerstoffatom durch den verlust-
freien Übertrag der Energie beim Zusammenprall zwischen Photon und Elektron 
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Bindungsenergie. Eine Änderung der Bindungsenergie eines Elektrons wird im XPS 
immer dann detektiert, wenn das Atom kovalent oder ionisch an ein anderes Atom ge-
bunden ist. Diese Änderung der Bindungsenergie wird chemische Verschiebung (chemi-
cal shift) oder Bindungsenergieverschiebung (binding energy shift) genannt. Anhand der 
Verschiebung der Bindungsenergie kann auf die molekulare Umgebung eines Atoms 
geschlossen werden. Mittels XPS werden ausschließlich Information der obersten 10 nm 
einer Probe analysiert, obwohl der Röntgenstrahl deutlich tiefer in die Probe eindringt. 
Denn nur Photoelektronen aus den oberen 10 nm können ohne Energieverlust aus der 
Probe austreten. Alle Photoelektronen, die aus tiefer sitzenden Atomen generiert werden, 
treten entweder gar nicht aus der Oberfläche aus oder verlieren vor dem Austritt einen 
Teil ihrer Energie. Somit tragen diese Photoelektronen nicht zum Emissionspeak, son-
dern zum Hintergrundsignal des XPS-Spektrums bei. Zur Auswertung von XPS-
Spektren wird dieses Hintergrundsignal mit einem von Shirley entwickelten Modell be-
schrieben [68]. Um aus den Spektren die maximale Information gewinnen zu können, 
müssen für jeden Teilpeak eines bestimmten Orbitales die Peakfläche und die Bin-
dungsenergie (Peakposition) berechnet werden. Dies geschieht grundsätzlich mit einer 
Multipeak-Fitting-Prozedur. Die Parameter, die dabei beachtet werden sind neben dem 
Hintergrund die Peakform, Peakposition, Peakhöhe und Peakbreite. Anhand von Vorun-
tersuchungen oder begründeten Vermutungen zu molekularen Bindungen werden die 
Positionen und die Anzahl der einzelnen Peaks ungefähr positioniert um anschließend 
mit der Methode der kleinsten Quadrate die endgültigen Werte zu bestimmen. 
2.2.1.2 Präparation und Messung 
Die gereinigten Materialien wurden in 50 mL Urin für 24 Stunden bei 37 °C inkubiert. 
Anschließend wurde der Urin möglichst turbulenzarm abgegossen und durch 
Reinstwasser ersetzt. Nach 2 Minuten wurde das Wasser vorsichtig entfernt und die 
Materialien aufrecht stehend bei Raumtemperatur auf einem Papiertuch getrocknet. Die 
Referenzproben wurden nach der Reinigung direkt zur Messung verwendet. Diese 
wurden an einem Phi-XPS-5600-System mit monochromatisierter Al-K α Strahlung 
(300 W) auf einer Messfläche von 500 µm² durchgeführt. Die Pass-Energie für die Über-
sichtsspektren betrug 117 eV bei einer Messzeit von 45 Minuten und einer Schrittweite 
von 0,5 eV. Die Detail-Spektren der einzelnen Elemente wurden mit einer PassEnergie 
von 23,5 eV, einer Messzeit von 6 Minuten und einer Schrittweite von 0,1 eV aufge-
nommen. Die Auswertung der Spektren erfolgte mittels der XPS-Software Casa XPS 
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2.3.15 auf Basis der Φ-Standard Sensitivitätsfaktoren. Zur Korrektur der differentiellen 
Aufladung der Isolatoroberfläche wurde das Peakmaximum des Kohlenstoffsignals auf 
284,8 eV verschoben. Nach der Definition der Quantifizierungsregionen der einzelnen 
Elemente wurde die Hintergrundsubtraktion nach Shirley auf den größten Peak aller 
Elemente angewendet. Zur Berechnung der Atomkonzentration erfolgte durch Formel 
 2.2. 
 
( )
∑
⋅
=−
ksElementpea  alle
ronenPhotoelekt EkElementpea
kElementpea
Element A
TRSF
A
%)(Atomc kin
 
 
cElement    = Elementkonzentration in Atomprozent  
A Elementpeak   = Flächeninhalt des zu quantifizierenden Elementpeaks 
RSF    = Φ-Sensitivitätsfaktor 
T(Ekin Photoelektronen) = Transmissivität des Analysator abhängig von der  
    kinetischen Energie der Photoelektronen 
Formel  2.2: Berechnung der Atomkonzentration mit Korrektur um Φ-Sensitivitätsfaktor 
und Transmissivität des Analysators 
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2.2.2 Flugzeit-Sekundärionen-Massenspektrometrie 
Die Sekundärionen-Massenspektrometrie (Secondary Ion Mass Spectroscopy), kurz 
SIMS, in Verbindung mit einem Flugzeitmassenanalysator (Time of Flight), zusammen 
TOF-SIMS genannt, ist eine oberflächenaktive Massenspektrometrie von Ionen, die 
durch die Beschießung von festen Oberflächen mit energiereichen, primären Molekülen 
herausgelöst werden. Obwohl schon 1910 die Emission von Sekundärionen aus Ober-
flächen beobachtet wurde, konnte SIMS erst 1970, aufbauend auf den Arbeiten von 
Benninghoven, in der Oberflächenanalytik eingesetzt werden [69]. 
2.2.2.1 Prinzip 
Ein Strom von Ionen mit Energien zwischen 10-40 keV trifft auf eine feste Oberfläche. 
Die Energie wird dabei auf die Atome der Oberfläche übertragen, wobei kleine „Kollisio-
nen“ zwischen den Atomen entstehen. Diese Zusammenstöße führen zur Emission von 
Elektronen, neutralen Teilchen, Atomen, Atomcluster und Molekülen (Abbildung 3). Den 
größten Anteil stellen die neutralen Teilchen dar, welche von TOF-SIMS nicht ausgewer-
tet werden. Ausschließlich die ionisierten Teilchen werden vom Massendetektor analy-
siert. Heute werden als Quellen anstatt atomaren Ionen wie Ar+, Ga+ oder Cs+ Cluster-
Primärionen wie Aun+, Bin+, SFn+, oder C60+ benutzt, da sie höhere Ausbeuten an Sekun-
därionen erzeugen und somit die Sensitivität der Methode noch verbessern konnten. 
 
Abbildung 3: Prinzip der Erzeugung von Sekundärionen in der Sekundärionen-
Massenspektrometrie 
Festkörperoberfläche 
(Probe) 
Sekundärionen 
Primärionen 
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Die Ionisierung der austretenden Teilchen erfolgt direkt oder sehr dicht beim Austreten 
aus der Oberfläche. Dies hat zur Folge, dass die umgebende Materialmatrix einen gro-
ßen Einfluss auf diesen Prozess hat. Dabei wird die Ausbeute an Sekundärionen stark 
vom Elektronenzustand der Analyseoberfläche beeinflusst, was als Matrixeffekt be-
zeichnet wird. Die Bildung von Sekundärionen von organischen Materialien kann durch 
verschiedene Ereignisse entstehen wie beispielsweise durch das Herauslösen eines 
Elektrons aus dem Atomorbital, durch Säure-Base-Reaktionen von polaren Molekülen 
oder durch Kationisierung bzw. Anionisierung von neutralen Molekülen. 
Zur Analyse all dieser Ionen können drei verschiedene Arten von Detektoren verwendet 
werden, der Quadrupol-Analysator, der magnetische Sektorfeldanalysator oder der 
Flugzeitmassenanalysator. Der verwendete Flugzeitmassenanalysator beschleunigt den 
gepulsten Sekundärionenstrahl mit einer festen Spannung, so dass alle Ionen nahezu 
die gleiche kinetische Energie besitzen. Nach dem Durchqueren eines Flugrohrs treffen 
sie auf die Analyseeinheit, die aus einer Sammellinse, einem Halbkugelanalysator und 
einem Mehrfachkanaldetektor besteht. Schwere Teilchen benötigen mehr Zeit das Flug-
rohr zu durchqueren. Die Flugzeit kann durch die Formel  2.3 beschrieben werden, wor-
aus sich die Masse errechnen lässt. Im Halbkugelanalysator erfolgt anschließend eine 
Auftrennung nach der Ladung.  
 
2
1
2 




=
zV
mLt
 
t = Flugzeit 
L = Länge des Flugrohrs 
V = Beschleunigungspotential 
m/z = Masse-Ladungs-Verhältnis 
Formel  2.3 : Berechnung der Flugzeit für ein Molekül mit bekanntem Masse-Ladungs-
Verhältnis  
 
2.2.2.2 Präparation und Messung 
Die Inkubation der gereinigten Materialien Glas, SAN, TPU und Stahl fand in 2 mL Test-
lösung für 24 Stunden bei 37 °C statt (Tabelle 7 / Tabelle 8). Anschließend wurden die 
Lösungen möglichst turbulenzarm abgegossen und durch Reinstwasser ersetzt. Nach 
2 Minuten wurde das Wasser entfernt und die Materialien aufrecht stehend bei Raum-
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temperatur auf einem Papiertuch getrocknet. Die Referenzproben für die Materialien 
wurden nach der Reinigung direkt zur Messung verwendet. Die Primärionen stammten 
aus einer Bi2+-Quelle, die für eine Messdauer von 100 Sekunden auf eine Fläche von 
500 µm x 500 µm fokussiert wurden. Pro Probe wurden bis zu 9 Messungen an ver-
schiedenen Stellen durchgeführt. 
Die positiven Spektren der Sekundärionen konnten mit H-Ionen und H2-Ionen kalibriert, 
die Intensitäten normiert und eine Nominalpeakliste der Massen 1 - 750 u erstellt werden. 
Dabei wurde für jedes ganzzahlige Massenfragment die Intensitäten innerhalb der Gren-
zen von ± 0,45 u aufaddiert. Die Grenzen wurden dabei so gewählt, dass jeweils die 
gesamte Peakfläche betrachtet wurde. Zur Analyse von Proteinzusammensetzungen 
konnte eine Nominalpeakliste von 33 proteinrelevanten Massenfragmenten nach Suzuki 
erstellt und verwendet werden [70]. Die Intensitäten für jeweils drei Nominalpeaklisten 
wurden gemittelt und damit eine Hauptkomponentenanalyse durchgeführt. Eine Haupt-
komponentenanalyse ist ein mathematisches Verfahren, welches versucht die Original-
variablen einer großen Datenmenge durch eine kleinere Anzahl beschreibender Variab-
len zu ersetzen. Die Originalvariablen werden dazu orthogonal transformiert und es 
entsteht eine neue Menge unkorrelierter Variablen, die Hauptkomponenten. Zur geomet-
rischen Veranschaulichung kann sich die Datenmenge als eine Punktwolle vorgestellt 
werden, in deren Schwerpunkt der Ursprung eines neuen Koordinatensystems liegt, 
dessen Hauptachsen entlang der größten Abweichungen ausgerichtet sind und die 
Hauptkomponenten darstellen. Die erste Hauptkomponente wird immer so konstruiert, 
dass sie für die größte Varianz der Datenmenge verantwortlich ist. Neben den Haupt-
komponenten (Loadings), die die Beziehung zwischen den verschiedenen Proben ange-
ben z.B. ein linearer Zusammenhang, werden in den sogenannten Scores diejenigen 
Datenpunkte angegeben, welche für das durch die Hauptkomponente beschriebene 
Verhalten verantwortlich sind. Das Ziel einer Hauptkomponentenanalyse ist es durch 
das Bestimmen von Komponenten mit dem größten/kleinsten Einfluss die Interpretation 
großer Datenmengen zu erleichtern. 
Für jede Probe entstanden so drei Hauptkomponentenanalysen. Für die Auswertung 
wurden jeweils die Loadings der ersten Hauptkomponenten der drei Analysen gemittelt. 
Die Fehlerberechung erfolgte durch die Standardabweichung der Loadings. 
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Tabelle 7: Ansatz der Testlösungen für die Testlösungen von Fibronektin und BSA 
Probe Fibronektin 100 µg/mL 
in PBS-Puffer 
BSA 100 µg/mL 
in PBS-Puffer 
PBS-Puffer  
I 40 µL 0 µL 1960 µL 
II 30 µL 10 µL 1960 µL 
III 20 µL 20 µL 1960 µL 
IV 10 µL 30 µL 1960 µL 
V 0 µL 40 µL 1960 µL 
 
Tabelle 8: Ansatz der Testlösungen für die Testlösungen von Fibronektin und Urin 
Probe Fibronektin 100 µg/mL 
in PBS-Puffer 
Urin Endkonzentration 
Fibronektin  
I 80 µL 1920 µL 4,0 µg/mL 
II 60 µL 1940 µL 3,0 µg/mL 
III 40 µL 1960 µL 2,0 µg/mL 
IV 20 µL 1980 µL 1,0 µg/mL 
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2.2.3 Fluoreszenzmikroskopie 
Die Fluoreszenzmikroskopie stellt eine Sonderform der Lichtmikroskopie dar, bei der das 
emittierte Licht eines fluoreszierenden Stoffes mit Hilfe eines Mikroskops beobachtet 
wird. Die Anwendungsmöglichkeiten reichen von der Untersuchung ganzer Zellverbände, 
über die Visualisierung bestimmter Kompartimente und Organellen bis hin zur spezifi-
schen Detektion einzelner Moleküle. Voraussetzung für dieses Messprinzip ist die Ver-
wendung eines fluoreszierenden Farbstoffes [71]. 
2.2.3.1 Prinzip 
Für die Fluoreszenzanregung wird ein Molekül durch die Adsorption von Licht vom 
niedrigsten Energiezustand S0 in einen höherenergetischen Zustand S1 oder S2 angeho-
ben. Der Rückgang in den Grundzustand, die Relaxation, kann entweder strahlungslos 
erfolgen, so dass die Energiedifferenz z.B. in Form von Wärme abgegeben wird, oder 
durch die Emission eines Photons. Diese Emission nennt man Fluoreszenz. Das Fluo-
reszenzspektrum ist gegenüber dem Anregungsspektrum zu geringeren Energien, dem-
entsprechend zu größeren Wellenlängen (Rotverschiebung), verschoben. Diese Ver-
schiebung wird auch als Stoke’s Shift bezeichnet. Die Lebensdauer des angeregten 
Zustandes beträgt 10-9-10-7 Sekunden und liegt damit in der Größenordnung bzw. über 
den Zeiten für Diffusion, Rotation oder Konformationsänderungen biologischer Makro-
moleküle. Damit ist die Fluoreszenzmikroskopie für die Untersuchung solcher Prozesse 
attraktiv. In Abhängigkeit davon, ob die Fluoreszenz direkt von einem zu detektierenden 
Molekül oder von eingebauten bzw. angebundenen fluoreszierenden Molekülen stammt, 
wird zwischen intrinsischer und extrinsischer Fluoreszenz unterschieden.  
In Abbildung 4 ist der schematische Aufbau eines Auflicht-Fluoreszenzmikroskops, auch 
Epifluoreszenzmikroskop genannt, dargestellt. Die fluoreszierenden Proben werden mit 
Licht geeigneter Wellenlänge angeregt. Als Lichtquelle dienen Quecksilberdampflampen 
oder Laser. Die benötigte Wellenlänge wird mittels optischer Filter isoliert und auf die 
Probe fokussiert. Das durch die Fluoreszenzaktivität emittierende Licht wird im Objektiv 
gesammelt und mit Hilfe dichroitischer Spiegel von der Anregungswellenlänge getrennt 
und auf den Detektor geleitet. Als Detektor kann eine Photokamera oder ein Photomul-
tiplier verwendet werden. 
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Zur Detektion eines bestimmten Proteins auf einer Materialoberfläche können fluores-
zenzmarkierte Antikörper verwendet werden. Für diesen zweistufigen Färbeprozess 
werden zwei Antikörper verwendet. Der primäre Antikörper bindet auf der ersten Stufe 
an das gewünschte Protein, welches sich auf der Probenoberfläche befindet. Der se-
kundäre, fluoreszenzmarkierte Antikörper bindet auf der zweiten Stufe an den ersten 
Antikörper (Abbildung 5). Durch diese Vorgehensweise kann das System leicht auf 
andere Proteine übertragen werden, da nur der spezifische, primäre Antikörper ausge-
tauscht werden muss. 
 
 
 
 
Probe 
Dichroitischer 
Spiegel 
Objektiv 
Lichtquelle 
Detektor 
Optischer 
Filter 
Abbildung 4: Schematische Darstellung eines Epifluoreszenzmikroskops mit dichroitischem 
Spiegel 
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2.2.3.2 Präparation und Messung 
Die Inkubation von gereinigten Materialproben erfolgte für 24 Stunden in 2 mL Testlö-
sung in einem Reaktionsgefäß (2 mL) (Tabellen 9 bis 11). Anschließend wurden die 
Reaktionsgefäße mit zweimal 1 mL PBS-Puffer zum Überlaufen gebracht um lose ge-
bundene Proteine zu entfernen. Die Materialproben wurden danach in ein Reaktionsge-
fäß (500 µL Gesamtvolumen) mit Glutaraldehydlösung (1 % Glutaraldehyd in PBS-
Puffer) überführt und bei 5 °C für 30 Minuten inkub iert. Durch die chemische Querver-
netzung wurden die Proteine so auf der Oberfläche fixiert. Nach erneutem Spülen mit 
zweimal 1 mL Blockingpuffer (PBS-Puffer mit 1 % Casein oder 3 % BSA) inkubierten die 
Proben in diesem Puffer für weitere 30 Minuten bei Raumtemperatur. Dadurch konnte 
noch freie Materialoberfläche mit Casein oder BSA (bovine serum albumin) belegt und 
somit im Folgenden unspezifische Bindungen zwischen Antikörpern bzw. Detektionspro-
tein und Material verringert werden. Im Anschluss erfolgte die Behandlung der Proben 
entweder in einer Lösung mit primären Antikörpern oder mit fluoreszenzmarkierten 
Detektionsproteinen wie Concanavalin A (Tabelle 2). Lose anhaftende Antikörper bzw. 
Detektionsproteine wurden anschließend entfernt indem die Reaktionsgefäße mit zwei-
mal 1 mL PBS-Puffer zum Überlaufen gebracht wurden. Für die Inkubation mit fluores-
zierenden Detektionsproteinen konnte direkt nach diesem Waschschritt die Untersu-
chung der Probe unter dem Fluoreszenzmikroskop erfolgen. Die mit primärem Antikör-
per behandelten Proben wurden dagegen mit einem fluoreszenzmarkierten, sekundären 
Abbildung 5: Schematische Darstellung einer zweistufigen Antikörperfärbung mit Fluores-
zenzmarkierung eines Proteins au seiner Oberfläche 
  
Material Material 
+ Protein 
Material 
+ Protein 
+ Primärer Antikörper 
Material 
+ Protein 
+ Primärer Antikörper 
+ Sekundärer Antikörper 
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Antikörper für 6 Stunden bei Raumtemperatur inkubiert (Tabelle 2). Nach einem weite-
ren Waschschritt mit zweimal 1 mL PBS-Puffer konnten sie unter dem Fluoreszenzmik-
roskop untersucht werden. Die Messungen wurden an Fluoreszenzmikroskopen Lei-
ca DMI 6000 und Leica DMI RBE durchgeführt. Auf zwei unabhängig voneinander prä-
parierten Materialoberflächen wurden jeweils vier Aufnahmen mit einem Bildausschnitt 
von 1283 µm x 963 µm aufgenommen. Da unterschiedliche Belichtungszeiten verwendet 
wurden, erfolgte zur Vergleichbarkeit eine Normierung der Intensitäten auf eine Belich-
tungszeit von 1 Sekunde. Für jede Aufnahme wurde die mittlere Intensität über alle Pixel 
berechnet und der Mittelwert sowie der Standardfehler des Mittelwertes aller Aufnahmen 
einer Probe gebildet. Diese Intensitäten mussten um die Eigenfluoreszenz und um den 
Anteil der unspezifischen Bindungsereignisse der Antikörper korrigiert werden. Für die 
Erfassung von unspezifischen Bindungsereignissen musste parallel zur Testlösung eine 
Negativprobe im Protokoll mitgeführt werden. Die dazu verwendete Testlösung durfte 
das zu detektierende Protein nicht enthalten, sollte die umgebende Testlösung jedoch 
bestmöglich widerspiegeln. Für die erste Korrektur um die Eigenfluoreszenz wurden die 
Intensitäten von unbehandelten Materialproben gemessen und sowohl von der Positiv- 
als auch von der Negativprobe subtrahiert. Die Positivproben wurden anschließend noch 
durch die Subtraktion der Intensitäten der Negativprobe korrigiert.  
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Tabelle 9: Detektion Glykoproteine nach der Adsorption aus Urin mittels Fluoreszenzmik-
roskopie 
Materialoberflächen Glas, SAN, TPU 
Testlösungen Urin 
Negativprobe BSA 
Inkubationszeit [h] 24 
Inkubationstemperatur [°C] 37 
Blockingpuffer PBS mit 3 % BSA 
Detektionsprotein   Concanavalin A Alexa Fluor 488 conjugated 
 
Tabelle 10: Detektion HSA nach der Adsorption aus Urin mittels Fluoreszenzmikroskopie 
Materialoberflächen Glas, SAN, TPU, Stahl, Polystyrol, PVC 
Testlösungen Urin 
Negativprobe Urin < 30 kDa 
Inkubationszeit [h] 24 
Inkubationstemperatur [°C] 37 
Blockingpuffer PBS mit 1 % Casein 
Anti-HSA whole antiserum produced in rabbit Primärer Antikörper  
Verdünnung 1:5000 
Sekundärer Antikörper Anti-rabbit IgG Alexa Fluor 488 conjugated produced in goat 
Verdünnung 1:50 
 
Tabelle 11: Detektion THP nach der Adsorption aus Urin mittels Fluoreszenzmikroskopie 
Materialoberflächen Glas, SAN, TPU, Stahl, Polystyrol, PVC 
Testlösungen Urin;  
Negativprobe Urin < 30 kDa 
Inkubationszeit [h] 24 
Inkubationstemperatur [°C] 37 
Blockingpuffer PBS mit 1 % Casein 
Anti-THP monoclonal produced in mouse Primärer Antikörper   
Verdünnung 1:3000 
Sekundärer Antikörper Anti-mouse IgG Alexa Fluor 488 conjugated produced in goat 
Verdünnung 1:50 
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2.2.4 Quarzkristall-Mikrowaage 
Eine Quarzkristall-Mikrowaage (quartz crystal microbalance), kurz QCM, kann mit Hilfe 
eines Schwingquarzes als Messsensor die Adsorptionskinetik von verschiedenen Mole-
külen und Partikeln detektieren und quantitativ bestimmen. Die Nachweisgrenze liegt bei 
~ 1 ng/cm². Die Grundlage für eine Quarzkristall-Mikrowaage ist der von den Brüdern 
Jaques und Pierre Curie 1880 entdeckte Piezoeffekt. Dieser beschreibt das Auftreten 
einer elektrischen Spannung durch die mechanische Verformung eines Festkörpers. 
Umgekehrt können piezofähige Festkörper ihre Form verändern, indem eine elektrische 
Spannung angelegt wird. Dies wird auch als inverser Piezoeffekt bezeichnet. 
2.2.4.1 Prinzip 
Der Messsensor einer QCM besteht aus einer dünnen Scheibe eines piezoaktiven 
Quarzkristalls, welcher mit Elektroden versehen ist. Aufgrund der Piezoelektrizität wird 
durch das Anlegen eines oszillierenden, elektrischen Feldes eine Schallwelle induziert, 
die sich über den Quarz fortsetzen kann und den Quarz zum Schwingen bringt. Die 
Schallwelle breitet sich senkrecht zur Kristalloberfläche aus und erfährt nur eine minima-
le Impedanz, insofern die Quarzdicke ein Vielfaches der halben Wellenlänge der Schall-
welle beträgt [72;73]. Für diese Anwendung muss der Quarz hinsichtlich der Kristallach-
se in einer speziellen Orientierung geschnitten werden. Häufig wird der sogenannte 
AT-Schnitt verwendet, bei dem in einem Winkel von 35°10’ bezüglich der z-Achse ge-
schnitten wird. Der so entstehende Quarzkristall hat ein stabiles Schwingungsverhalten 
mit sehr geringen Frequenzschwankungen im Bereich der Raumtemperatur (Abbildung 
6) [74]. Während der Messung wird der Schwingquarz bei seiner spezifischen Reso- 
 
QCM Messkristall 
35° 10’ z-Achse AT-Schnittachse 
Abbildung 6: Schematische Darstellung der Schnittführung für einen QCM-Messkristall 
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nanzfrequenz angeregt, die typischerweise zwischen 5-10 MHz liegt [75]. Adsorbiert nun 
eine dünne Schicht mit der Masse m auf dem Quarz, wird die Resonanzfrequenz f er-
niedrigt. Sauerbrey zeigte 1959 den proportionalen Zusammenhang zwischen dieser 
Veränderung der Schwingungsfrequenz und der adsorbierten Masse auf der Quarzober-
fläche [76]. Neben der Frequenz und deren Änderung wird außerdem die Dissipation, 
der Schwingungsverlust, detektiert. Dadurch kann neben der Masse einer Schicht auch 
festgestellt werden, ob diese Schicht starrer oder viskoelastischer Natur ist. Während ein 
elastischer Film die Schwingung sehr schnell dämpft, führt ein starrer Film nur gering 
oder langsam zu einer Schwingungsdämpfung [77]. 
 
mKf ∆⋅=∆
 
∆f = Frequenzänderung 
K = Stoffkonstante 
∆m = Massenänderung 
Formel  2.4: Zusammenhang zwischen Frequenz- und Massenänderung nach Sauerbrey 
[76] 
 
2.2.4.2 Präparation und Messung 
Zur Quantifizierung der Fluoreszenzmessungen konnte durch eine Ergänzung mit der 
QCM eine Kalibrierung für die Proteine HSA (Human Serum Albumin) und THP (Tamm-
Horsfall-Glycoprotein) erstellt werden. Dazu wurden Messkristalle mit einer 
SiO2-Oberfläche verwendet, welche vor der Messung im Plasmaätzer für 10 Minuten bei 
40 Watt Leistung gereinigt wurden. Alle Messungen wurden mit dem Gerät Q-Sense E4 
durchgeführt. Während der Messung adsorbierten verschiedene Konzentrationen an 
HSA und THP auf die Quarzoberfläche, die Konzentrationen der in PBS-Puffer gelösten 
Proteinlösungen lagen zwischen 5 µg/mL und 1 mg/mL. Die Messungen erfolgten bei 
37 °C und die Proteinschicht auf dem Messkristall w urde nach der Adsorption mittels 
einer Glutaraldehydlösung (1 % Glutaraldehyd in PBS-Puffer) fixiert. Nach einem finalen 
Spülschritt mit PBS-Puffer konnte die tatsächlich adsorbierte Masse mit Hilfe der Formel 
 2.4 in ng/cm² bestimmt werden. Diese so präparierten Messkristalle wurden anschlie-
ßend mittels Immunofluoreszenz untersucht ( 2.2.3.2). Die am Ende der Fluoreszenzmik-
roskopie gemessenen Intensitäten konnten mit der adsorbierten Masse korreliert werden. 
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2.2.5 Rasterkraftmikroskopie 
Die Rasterkraftmikroskopie (Atomic Force Microscopy), kurz AFM, wurde 1986 von 
Binnig et al. erstmals beschrieben und gehört zur Reihe der Rastersondenmikroskope 
[78]. Durch das Abtasten mit einer mikrofein hergestellten Spitze können Informationen 
über Topographie und Elastizität einer Oberfläche gewonnen werden.  
Eine weitere Anwendung dieses Mikroskops ist die Kraftspektroskopie, in der attraktive 
und repulsive Kräfte zwischen einer Oberfläche und einer Messspitze quantitativ detek-
tiert werden können. Das Anwendungsgebiet der Kraftspektroskopie reicht über die 
Messung von Adhäsionskräften zwischen Substrat und Bakterien, über Untersuchung 
von Ligand-Rezeptor-Verbindungen bis hin zu Einzelmoleküluntersuchungen [79-83]. 
Ein wichtiger Schritt hinsichtlich der quantitativen Kraftspektroskopie wurde durch die 
Verwendung von kleinen Materialkugeln mit definierten Querschnitten (2-20 µm) anstelle 
einer Spitze erzielt [84]. 
 
2.2.5.1 Prinzip 
Zur Messung wird eine Spitze (Radius: 3 - 10 nm) verwendet, die sich am Ende eines 
Federbalkens, Cantilever genannt, befindet (Abbildung 7). Auf die Rückseite dieses 
Cantilevers wird ein Laserstrahl justiert, dessen Reflektion mit Hilfe eines Spiegels auf 
eine Quadrantenphotodiode gelenkt wird (Lichtzeigerprinzip). Wird die Spitze nun Zeile 
für Zeile über eine Probenoberfläche geführt, lenken Kräfte, die zwischen Spitze und 
Probe wirken, den Cantilever aus. Anhand der daraus resultierenden Auslenkung des 
Lasers auf der Quadranten-Photodiode können topographische Informationen über die 
Probe erfasst werden. Je nach Aufbau des Mikroskops wird entweder die Spitze oder 
die Probe mittels Piezokristallen in x-, y- und z-Richtung bewegt. Sowohl das Signal der 
Photodiode als auch die Positionen der Piezokristalle werden aufgezeichnet und zur 
Regelung verwendet. Auf diese Weise wird eine Probe Punkt für Punkt abgerastert und 
es entsteht ein Bild, dessen Auflösung maßgeblich durch die Spitzengröße und Spitzen-
geometrie beeinflusst wird. 
 
Abbildungsmodi 
Zur Abbildung von Probenoberflächen werden grundsätzlich zwei Betriebsarten unter-
schieden. Im Contact Mode wird die Spitze in direkten Kontakt mit der Oberfläche ge-
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bracht, wobei während der Messung entweder die Kraft oder der Abstand zwischen 
Spitze und Oberfläche konstant gehalten wird. Im Tapping Mode hingegen wird der 
Cantilever nahe der Oberfläche mit einem zusätzlichen Piezoelement im Bereich seiner 
Resonanzfrequenz angeregt. Durch Wechselwirkungen zwischen der Spitze und der 
Oberfläche kommt es zu einer relativen Frequenzverschiebung, dem Phasenshift, und 
zur Änderung der Schwingungsamplitude. Dadurch können Material- und Höheninforma-
tionen gewonnen werden. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 7: Oben: Schematische Darstellung eines Rasterkraftmikroskops                                                   
           Unten: Rasterkraftmikroskop MFP-3D Firma Asylum Research, Santa Barbara 
Quadrantenphotodiode 
y 
z 
x 
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Kraftspektroskopie 
In der Kraftspektroskopie wird der Cantilever der Probe angenähert, mit definierter Kraft 
auf die Probe gedrückt und wieder zurückgezogen. Es werden dabei der vertikale Weg  
des z-Piezos und die Verbiegung des Cantilevers detektiert. Die Auslenkung kann mit 
Hilfe der Federkonstante des Cantilevers in eine Kraft umgerechnet werden. Gegenein-
ander aufgetragen ergibt sich eine Kraft-Abstand-Kurve [85]. Während der Messung trifft 
der Laser auf eine Vierquadrantenphotodiode, welche eine bestimmte Sensitivität SDiode 
besitzt, und induziert dort einen Strom, der in die Diodenspannung UDiode umgewandelt 
wird. Die Auslenkung des Cantilever d kann dann als Produkt aus Sensitivität und Span-
nung der Photodiode ermittelt werden. 
 
 
d  = Auslenkung 
UDiode  = Spannung der Photodiode  
SDiode  = Sensitivität der Photodiode 
Formel  2.5: Berechnung der Auslenkung des Cantilevers 
 
Zur Umrechnung der Auslenkung d in eine Kraft F muss diese mit der Federkonstante 
des Cantilevers multipliziert werden (Hookesches Gesetz). Da die Federkonstanten 
stark von den Herstellerangaben abweichen können, muss die Federkonstante noch 
einmal für jeden Cantilever bestimmt werden. Dies kann rechnerisch anhand der Geo-
metrie des Cantilevers erfolgen, durch die Kopplung mit einem Eichcantilever oder wie 
im folgenden beschrieben aus dem thermischen Rauschverhalten des Cantilevers abge-
leitet werden [86-88]. Dabei wird der Cantilever als ein harmonischer Oszillator mit einer 
Auslenkung ∆d betrachtet. 
22
02
1
2
qmω
m
p²H +=
 
p = Impuls 
q = Auslenkung 
m = oszillierende Masse 
ω0 = Resonanzfrequenz 
Formel  2.6: Harmonischer Oszillator 
 
DiodeDiode SUd ⋅=
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Nach dem Gleichverteilungssatz gilt: 
Tkqm B2
1
2
1 22
0 =ω  
kB = Boltzmannkonstante 
T = Temperatur 
Formel  2.7: Äquivalenz durch die Anwendung des Gleichverteilungssatzes 
 
Für die Resonanzfrequenz gilt: 
m
k2
0 =ω  
ω0 = Resonanzfrequenz des Cantilevers 
k = Federkonstante des Cantilevers 
Formel  2.8: Berechnung der Resonanzfrequenz 
 
Somit gilt für die Federkonstante des Cantilevers. 
2q
Tkk B=
 
Formel  2.9: Berechnung der Federkonstante des Cantilevers 
 
Der Cantilever kann für sehr kleine Auslenkungen als harmonischer Oszillator mit genau 
einem Freiheitsgrad angesehen werden. Aus einem aufgenommenen, thermischen 
Spektrum kann somit, mittels eines Lorentz-Fits, q² aus der Fläche unter der Resonanz-
kurve ermittelt werden (Abbildung 8). 
Zur Beurteilung der Qualität eines Cantilevers kann als Maß der dimensionslose Güte-
faktor Q herangezogen werden (Formel  2.10).  
 
 
 
ν 0 = Frequenz 
∆ν  = Halbwertsbreite  
Formel  2.10: Gütefaktor Q als Maß für die Dämpfung einer Schwingung  
 
ν∆
ν
=
0Q
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Abbildung 8: Spektrum des thermischen Rauschens eines Cantilevers 
 
2.2.5.2 Immunogoldmarkierung - Präparation und Messung  
Die AFM-Aufnahmen wurden mit einem Multimode IIIa (Digital Instruments) durchgeführt. 
Zur Detektion eines bestimmten Proteins auf einer Materialoberfläche mittels Immuno-
gold inkubierten die gereinigten Materialien in verschiedene Testlösungen für unter-
schiedliche Zeitspannen bei 37 °C (Tabelle 12 / Tab elle 13). Anschließend wurden die 
Proben aus den Lösungen herausgenommen, einmal in PBS-Puffer getaucht, um lose 
anhaftende Moleküle zu entfernen und aufrecht stehenden bei Raumtemperatur ge-
trocknet. Danach erfolgte für die anhaftenden Proteine eine chemische Fixierung mit 
Glutaraldehydlösung (1 % Glutaraldehyd in PBS-Puffer) bei 5 °C für 30 Minuten. An-
schließend wurden die Proben beidseitig jeweils dreimal mit je 1 mL PBS-Puffer gespült 
und für 30 Minuten bei 5 °C in Blockingpuffer (1 % Casein in PBS-Puffer) inkubiert. 
Casein lagerte sich dabei an freie Materialoberflächen an und reduzierte dadurch un-
spezifische Bindungen. Die Inkubation mit dem primären Antikörper erfolgte über Nacht 
in einem Reaktionsgefäß bei 5 °C. Lose anhaftende A ntikörper wurden anschließend 
durch dreimaliges Spülen pro Seite entfernt und im Anschluss die Inkubation mit dem 
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goldkonjugierten, sekundären Antikörper für 6 Stunden bei Raumtemperatur durchge-
führt. Im letzten Spülschritt wurde zur Vermeidung von Salzablagerungen Reinstwasser 
verwendet und die Proben aufrecht stehend getrocknet.  
 
Tabelle 12: Detektion HSA nach der Adsorption aus Urin 
Materialoberflächen Glas, TPU 
Testlösungen Urin  
HSA, humane IgG, humanes Lysozym, humanes Transferrin 
(in PBS-Puffer je 50 µg/mL) 
Negativprobe humane IgG, humanes Lysozym, humanes Transferrin 
(in PBS-Puffer je 50 µg/mL) 
Inkubationszeit [h] 24 
Inkubationstemperatur [°C] 37 
Blockingpuffer PBS-Puffer mit 3 % BSA 
Anti-HSA whole antiserum produced in rabbit Primärer Antikörper   
Verdünnung 1:5000 
Sekundärer Antikörper Anti-rabbit IgG goldconjugated produced in goat 
Verdünnung 1:10 
 
Tabelle 13: Detektion THP nach der Adsorption aus Urin 
Materialoberflächen Glas 
Testlösung Urin 
Negativprobe HSA, humane IgG, humanes Lysozym, humanes Transferrin 
(in PBS-Puffer je 50 µg/mL) 
Inkubationszeit [h] 24 
Inkubationstemperatur [°C] 37 
Blockingpuffer PBS-Puffer mit 3 % BSA 
Anti-THP monoclonal produced in mouse Primärer Antikörper   
Verdünnung 1:3000 
Sekundärer Antikörper Anti-mouse IgG goldconjugated produced in goat 
Verdünnung 1:10 
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2.2.5.3 Kraftspektroskopie - Präparation und Messung  
Für die Untersuchung der Adhäsionskräfte zwischen verschiedenen Materialoberflächen 
und Bakterien wurde der in Abbildung 23 dargestellte Versuchsaufbau verwendet. Dabei 
wurde eine Materialkugel an einem Cantilever befestigt und die Wechselwirkungen 
zwischen dieser Materialoberfläche und auf Glas immobilisierten Bakterien gemessen. 
Zur Kultivierung der Bakterien Pseudomonas putida wurden 50 mL Nährmedium in 
einem Erlenmeyerkolben mit Schikane (250 mL) durch mehrere Kolonien von einer 
Agarplatte beimpft (Tabelle 4). Die Inkubation erfolgte über Nacht bei 30 °C und 190 rpm. 
Mit dieser Vorkultur wurden 50 mL frisches Nährmedium so beimpft, dass die OD600 = 1 
betrug (Formel  2.11). Nach 3 Stunden konnten 2 mL Bakteriensuspension abzentrifu-
giert (2000 rpm, 3 Minuten), der Überstand verworfen und die Zellen in 2 mL PBS-Puffer 
gewaschen werden. Nach erneutem Zentrifugieren, Abgießen des Überstands und 
Resuspension in 2 mL PBS-Puffer wurde die Bakteriensuspension für die Immobilisie-
rung verwendet. 
Dazu waren zuvor gereinigte Glasobjektträger für 30 Minuten bei Raumtemperatur mit 
Polyethyleniminlösung (PEI, 0,5 % in Reinstwasser) inkubiert und das überflüssige PEI 
mit Reinstwasser abgespült worden. Nach dem Trocknen der Oberfläche unter einem 
Stickstoffstrom konnte die vorbereitetet Bakteriensuspension mit der Oberfläche für 
1 Stunde in Kontakt gebracht werden. Anschließend wurde die Oberfläche gründlich mit 
PBS-Puffer abgespült und die immobilisierten Bakterien kraftspektroskopisch untersucht. 
Die Durchführung der Messungen erfolgte an einem Rasterkraftmikroskop (MFP-3D, 
Asylum Research) im Contact Mode und in PBS-Puffer mit spitzenlosen Cantilevern 
(µ-Masch, Ultrasharp tipless / no Al, Estonia). 
Am Federbalken E mit einer Resonanzfrequenz zwischen 7-14 kHz und Federkonstan-
ten um 30 pN/nm wurden Materialkugeln (Borosilikatglas oder Polystyrol) angeklebt 
(Zweikomponentenkleber Fa. UHU). Die modifizierten Cantilever mussten vor der Mes-
sung in einem Plasmaätzer gereinigt und die Sensibilität und die Federkonstante auf 
einem gereinigten Glasobjektträger bestimmt werden.  
Zur Beschichtung mit Proteinen oder mit Urin inkubierten die wie zuvor beschrieben 
vorbereiteten Cantilever für 3 Stunden bei Raumtemperatur in den entsprechenden 
Lösungen. Für die Proteine HSA und THP wurden dazu 50 µg/mL und für Hydrophobin 
0,1 % in PBS-Puffer gelöst, der Urin wurde unverdünnt verwendet. Für die Aufnahme 
einer Kraft-Abstand-Kurve wurde bei einer Scanrate von 0,5 Hz, einer Distanzrampe von 
2-5 µm und einem Auslösegrenzwert zwischen 10 - 30 nN gemessen. Der Cantilever 
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blieb für 1 Sekunde im Kontakt mit den Bakterien bevor er zurückgezogen wurde. Für 
jeden präparierten Cantilever entstand eine Messreihe mit bis zu 10 verschiedenen 
Messstellen und jeweils 100 Kraft-Distanz-Kurven. Für diese Messkurven wurde die 
Differenz zwischen dem tiefsten Punkt der Kurve und der Nulllinie als maximale Adhä-
sion bestimmt. Lag dieser Wert innerhalb des Rauschniveaus der Messkurve, wurde die 
maximale Adhäsion als 0 definiert und für die weitere Auswertung nicht berücksichtigt. 
Aus den Adhäsionskräften konnte für jede Messreihe ein Histogramm erstellt werden, 
wobei zur besseren Vergleichbarkeit die Adhäsionskraft gegen die relative Häufigkeit 
aufgetragen wurde. Als Vergleichswert wurden die mittlere Adhäsionskraft und der 
Standardfehler des Mittelwertes bestimmt. 
Zur Untersuchung der Adhäsionskräfte zwischen Bakterien und antiadhäsiven Materia-
lien, wurden Cantilever, die eine Polystyrolkugel trugen wie folgt behandelt. Polymerlö-
sungen von PVP und PEO (20 mg/mL in Acetonitril) wurden zu 5 % mit einem Multiver-
netzer (100 mg/mL in Acetonitril) versetzt. 10 µL der Polymerlösungen wurden auf zuvor 
plasmagereinigte Cantilever pipettiert und das Lösungsmittel bei Raumtemperatur ver-
dampft. Die Vernetzung der zurückbleibenden Polymere erfolgte mittels UV-Behandlung 
(2 Minuten). Die so präparierten Oberflächen konnten direkt für kraftspektroskopische 
Messungen verwendet werden. Die Proteinbeschichtung mit einer HSA-Lösung 
(50 µg/mL in PBS-Puffer) erfolgte bei Raumtemperatur für Zeitspannen zwischen 3 und 
24 Stunden.  
 
I
IlogOD 0=λ  
OD  = optische Dichte 
λ  = Wellenlänge 
I0  = Intensität einfallende Strahlung 
I  = Intensität austretende Strahlung 
Formel  2.11: Berechnung der optischen Dichte einer Lösung 
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2.2.6 Präparation und Messung der statischen bakteriellen Adhäsion 
Für die Untersuchung der bakteriellen Adhäsion mittels eines statischen Testaufbaus 
wurde Pseudomonas putida wie bereits beschrieben kultiviert (2.2.5.3). Abweichend 
dazu wurde die OD600 (Formel  2.11) für die Hauptkultur auf 0,1 eingestellt. Nach 
3 Stunden konnten 500 µL Bakteriensuspension abzentrifugiert (2000 rpm, 3 Minuten), 
der Überstand verworfen und in 500 µL PBS-Puffer resuspendiert werden. Nach erneu-
tem Abzentrifugieren und Resuspension in PBS-Puffer wurden 500 µL Bakteriensuspen-
sion in jede Vertiefung eines Probenhalters pipettiert und für 2 Stunden bei Raumtempe-
ratur mit den Materialoberflächen inkubiert. Anschließend wurden für eine Lebend-Tot-
Färbung die Bakterien für 15 Minuten mit 1,5 µL Cyto9 und 1,5 µL Promidiumiodid be-
handelt. Während der grünfluoreszierende Farbstoff Cyto9 alle Bakterien anfärbt, kann 
der rotfluoreszierende Farbstoff Promidiumiodod nur durch die Zellmembran bereits toter 
Bakterien eindringen. Somit erscheinen lebende Bakterien grün und tote Bakterien rot. 
Jede Vertiefung wurde nach der Inkubation mit den Farbstoffen 5 x gespült, indem 
400 µL Lösung entfernt und durch 400 µL PBS-Puffer ersetzt wurden. Nach dem Spül-
schritt entstanden mit dem Fluoreszenzmikroskop Leica DMI 6000 Aufnahmen mit ei-
nem Bildausschnitt von 1283 µm x 963 µm (Abbildung 9). Mit Hilfe einer computerge-
stützten Auswertesoftware wurde die Anzahl der anhaftenden Bakterien auf den Materi-
aloberflächen bestimmt. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 9: Fluoreszenzaufnahme anhaftender Bakterien Pseudomonas putida nach 
einer Lebend-Tot-Färbung 
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3 Ergebnisse und Diskussion 
3.1 Charakterisierung des Urinfilms 
Die Zusammensetzung des Urinfilms auf einer Materialoberfläche kann eine entschei-
dende Rolle für die Adhäsion von verschiedenen Bakterien spielen [52;89]. Zur Charak-
terisierung wird deshalb sowohl eine chemische Elementanalyse durchgeführt, als auch 
die Proteinzusammensetzung auf der Oberfläche bestimmt. Für die Untersuchung des 
Urinfilms werden unbehandelte Proben der Materialoberflächen als Referenz mitgeführt. 
Durch Veränderungen zwischen unbehandeltem und urinbeschichtetem Material können 
Rückschlüsse auf die Zusammensetzung der Urinbeschichtung gezogen werden. Urin 
ist ein sehr heterogenes Gemisch aus anorganischen Salzen, Harnstoff, organischen 
Bestandteilen, darunter mehr als 1500 Proteine und 200 Peptide, und organischen 
Ammoniumsalzen [38;90]. All diese Komponenten können auf einer urinbeschichteten 
Oberfläche vorhanden sein. Durch diese Heterogenität des Urins sowie die geringen 
Konzentrationen einzelner Komponenten werden hohe Anforderungen an die eingesetz-
ten Methoden gestellt. 
3.1.1 Elementanalyse des Urinfilms auf verschiedenen Materialoberflächen 
Zur Beurteilung der chemischen Zusammensetzung des Urinfilms auf verschiedenen 
Materialoberflächen wurden die Proben mittels XPS charakterisiert ( 2.2.1). Diese Unter-
suchung kann neben der Identifizierung chemischer Elemente der Materialoberfläche 
einen Hinweis auf vorhandene Stoffgruppen geben und erlaubt eine Abschätzung der 
Schichtdicke des Urinfilms. Dazu wurden unbehandelte und urinbeschichtete Material-
oberflächen untersucht und die Veränderungen in den Anteilen der chemischen Elemen-
te verfolgt. Insbesondere wurden die Ergebnisse der Urinfilme hinsichtlich substratab-
hängiger Unterschiede in deren Zusammensetzungen ausgewertet.  
Die Konzentrationen der Hauptelemente Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff sind für 
die unbehandelten Materialoberflächen sehr unterschiedlich (Abbildung 10). Der Koh-
lenstoffanteil der Polymere TPU (thermoplastisches Polyurethan), SAN (Stryrolaceto-
nitril), Polystyrol und PVC (Polyvinylchlorid) liegt zwischen 71 At-% und 94 At-% und ist 
damit im Vergleich zu den nicht-polymeren Materialien Stahl (54 At-%) und Glas 
(12 At-%) deutlich höher. Im Unterschied dazu ist der Sauerstoffanteil in Glas und Stahl 
mit 58 At-% und 36 At-% am höchsten. Die Sauerstoffwerte der Polymere liegen je nach 
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Struktur zwischen 0,8 At-% und 15 At-%. Die Stickstoffkonzentrationen betragen für alle 
Materialien außer SAN weniger als 2,4 At-%. SAN dagegen hat einen Stickstoffanteil 
von 5,1 At-%, was auf die Polymerstruktur zurückgeführt werden kann. Der Stickstoffan-
teil ist für die unbehandelten Materialien im Vergleich zu Kohlenstoff und Sauerstoff sehr 
niedrig. Am Beispiel von PVC zeigt sich die Materialspezifität der Elementanalyse. Auf-
grund der Polymerstruktur wird ausschließlich auf diesem unbehandelten Material das 
Element Chlor mit 22 At-% nachgewiesen. Ebenfalls materialtypisch ist der Anteil von 
21 At-% Silizium in Glas und 7 At-% Eisen in Stahl. Da diese Elemente nicht in allen 
Materialien detektiert wurden, sind sie nicht im Diagramm dargestellt. Für die spätere 
Beurteilung der Homogenität und der Schichtdicke der Urinbeschichtung ist ihre Be-
trachtung jedoch wichtig. Das gereinigte Glas weist Spuren von Kalium, Natrium, Phos-
phor und Schwefel auf. Dies könnten Verunreinigungen aus dem Herstellungsprozess 
sein.  
Für die urinbeschichteten Materialien sind neben den Elementen Kohlenstoff, Sauerstoff 
und Stickstoff die Elemente Kalium, Natrium, Chlor, Phosphor und Schwefel auf allen  
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Abbildung 10: Chemische Elementanalyse mittels XPS für unbehandelte Materialoberflä-
chen: Die XPS-Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Stellen der gereinigten Materia-
lien für eine Analysefläche von ca. 500 µm² durchgeführt. Die Fehlerbalken spiegeln die Stan-
dardabweichung dieser drei Messstellen wieder und beschreiben damit die laterale Heterogenität 
der Probe. 
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Oberflächen detektiert worden (Abbildung 11). Während für die unbehandelten Materia-
lien die Konzentrationen an Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff sehr verschieden 
waren, kann nun eine Angleichung der Anteile für die einzelnen Elemente auf den ver-
schiedenen Oberflächen beobachtet werden. Schwankten die Kohlenstoffanteile für die 
unbehandelten Materialien noch zwischen 12 At-% und 94 At-%, liegen sie nun im Be-
reich zwischen 47 At-% und 63 At-%. Die Sauerstoffkonzentrationen liegen für unbe-
handelte Oberflächen zwischen 22 At-% und 34 At-% und damit im Vergleich zum vor-
herigen Bereich von 1 At-% bis 58 At-% enger beieinander. Die Stickstoffkonzentratio-
nen sind für alle Materialien angestiegen und liegen zwischen 8 und 14 At-%. Dies lässt 
auf die Anwesenheit von stickstoffhaltigen Stoffen aus dem Urin, wie Harnstoff oder 
Proteine, schließen. Auch die anorganischen Elemente Kalium, Natrium, Chlor, Phos-
phor und Schwefel stammen möglicherweise von Salzen aus dem Urin. 
Die Konzentrationen der oben erwähnten materialspezifischen Elemente wie Chlor für 
PVC, Silizium für Glas und Eisen für Stahl haben sich deutlich verringert. Der Chloranteil 
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Abbildung 11: Chemische Elementanalyse mittels XPS für urinbeschichtete Materialober-
flächen: Die gereinigten Materialien wurden für 24 Stunden in Urin bei 37 °C inkubiert. Die XPS-
Untersuchungen wurden an drei verschiedenen Stellen für eine Analysefläche von ca. 500 µm² 
durchgeführt. Die Fehlerbalken spiegeln die Standardabweichung dieser drei Messstellen wider 
und beschreiben damit die laterale Heterogenität der Probe.  
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Abbildung 12: Durchschnittliche chemische Zusammensetzung eines Urinfilms mittels 
XPS: Für die urinbeschichteten Materialien Glas, TPU, SAN, Stahl, Polystyrol und PVC wurden 
die Prozente der einzelnen Elemente gemittelt.  
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
auf PVC verringerte sich von 22 At-% auf 5 At-% und ist nun ähnlich den Chloranteilen 
auf den anderen urinbeschichteten Oberflächen Der Anteil von Silizium reduzierte sich 
von 21 At-% auf 1 At-%, der Eisenanteil der Stahloberfläche von 7 At-% auf < 1 At-%.  
Die Zusammensetzung hinsichtlich der chemischen Elemente der urinbeschichteten 
Oberflächen ist für alle Materialien ähnlich. Durch die Berechnung der Mittelwerte der 
einzelnen Elementkonzentrationen ergibt sich die durchschnittliche Zusammensetzung 
für einen Urinfilm (Abbildung 12). Die drei Hauptbestandteile Kohlenstoff (54,3 %), Sau-
erstoff (26,9 %) und Stickstoff (9,3 %) machen zusammen über 90 % des Urinfilms aus. 
Die Elemente Natrium, Chlor, Schwefel, Phosphor und Kalium sind nur in geringer Kon-
zentration vorhanden. Im Vergleich dieser Ergebnisse mit der direkten Untersuchung 
von Urin als Referenz können große Übereinstimmungen zur durchschnittlichen Zu-
sammensetzung eines Urinfilms beobachtet werden. Für reinen Urin liegt der Kohlen-
stoffanteil bei 51,0 %, der Sauerstoffanteil bei 27,6 % und der Stickstoffanteil bei 13,6 %. 
Die Übereinstimmungen mit den Referenzmessungen von HSA und Harnstoff sind 
weniger stark. Die Kohlenstoffanteile für HSA bzw. Harnstoff liegen bei 65,5 % bzw. 
29,0 %, die Sauerstoffanteile bei 16,8 % bzw. 23,3 % und die Stickstoffanteile bei 
16,5 % bzw. 47,7 %.  
C O N Na Cl S P K 
54,3 % 26,9 % 9,3 % 3,4 % 3,1 % 0,9 % 0,8 % 0,6 % 
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Diskussion 
Die Anwesenheit von zuvor nicht detektierten Elementen wie Kalium, Natrium, Chlor, 
Phosphor und Schwefel ist ein Hinweis darauf, dass der Urinfilm für die chemische 
Zusammensetzung der beschichteten Oberflächen verantwortlich ist. In der Literatur 
sind ähnliche Ergebnisse dokumentiert. Reid et al. detektierten auf Urinkathetern nach 
einer Implantation signifikante Veränderungen für Kohlenstoff, Sauerstoff, Stickstoff, 
Natrium, Chlor, Kalzium und Phosphor im Vergleich zu den nichtimplantierten Kontroll-
oberflächen. Die Elemente Stickstoff, Kalzium und Phosphor wurden dabei auf den 
Kontrolloberflächen nicht detektiert und deshalb als kennzeichnend für den Urinfilm 
betrachtet. [61]. Die Folgerung, dass sich die Urinfilme auf unterschiedlichen Materialien 
nicht grundsätzlich voneinander unterschieden wurde auch von Tieszer et al. gezogen, 
nachdem Urinfilme auf verschiedenen Urinkathetern mittels XPS untersucht wurden [91]. 
Unterschiede in der Zusammensetzung des Urinfilms wurden in der Literatur zwischen 
Morgenurin und Nachmittagsurin oder durch die Verwendung des Urins von verschiede-
nen Patienten beobachtet [62;91]. In dieser Arbeit wurde durch die Verwendung von 
Sammelurinproben der Einfluss dieser Aspekte ausgeschlossen um eine allgemeine 
Charakterisierung des Urinfilms zu ermöglichen. 
Die Reduzierung der Prozente von materialspezifischen, chemischen Elementen und 
das Angleichen der Niveaus für die Hauptbestandteile Kohlenstoff, Sauerstoff und Stick-
stoff weisen auf einen geschlossenen Urinfilm mit einer Schichtdicke > 10 nm hin. Diese 
Annahme wird durch die Tatsache begründet, dass nur die erzeugten Photoelektronen 
aus den oberen 10 nm der Probe austreten und zur Messung beitragen können. Die 
Schwankungen der Elementanteile zwischen den verschiedenen Materialien werden 
dabei nicht auf eine unvollständige Bedeckung, sondern auf die Heterogenität des Urin-
films zurückgeführt. Denn bei näherer Betrachtung der Veränderungen durch den Urin-
film wird deutlich, dass kein Zusammenhang zwischen den Anteilen der chemischen 
Elemente von unbehandelten Materialien und urinbeschichteten Materialien besteht. 
Insbesondere stehen niedrige Anteile eines Elements auf der unbehandelten Oberfläche 
nicht im Zusammenhang mit niedrigen Anteilen dieses Elements auf der urinbeschichte-
ten Oberfläche. Diese Ergebnisse entsprechen damit den in der Literatur beschriebenen 
Beobachtungen hinsichtlich einer Schichtdicke von > 10 nm und einer kompletten Bede-
ckung der Materialoberfläche durch einen Urinfilm [54;62;63].  
Dufrêne et al. entwickelten ein Modell, mit dessen Hilfe aus Ergebnissen von XPS-
Untersuchungen Gewichtsprozente für vier bestimmte Stoffgruppen auf der Oberfläche 
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errechnet werden können [92;93]. In dieser Studie wurden Vermutungen hinsichtlich auf 
einer Oberfläche vorhandener Stoffgruppen, sowie deren chemische Zusammensetzung 
und Bindungsumgebung angestellt.  Durch das Aufstellen und Lösen zweier unabhängi-
ger mathematischer Gleichungssysteme konnten dann die prozentualen Anteile der 
Stoffgruppen berechnet werden. auf. Bei der Anwendung dieses Modells auf die in 
dieser Arbeit erzielten Ergebnisse für Urinfilme wurden verschiedene Vermutungen 
bezüglich der vorhandenen Stoffgruppen verwendet. Neben den von Dufrêne gewählten 
Stoffgruppen, wurden eigene Vermutungen wie HSA, Harnstoff und Kreatinin geprüft. Es 
konnten jedoch keine zwei unabhängigen Gleichungssysteme aufgestellt werden, deren 
Lösungen realistisch für die Zusammensetzung des Urinfilms ergaben. Dies führt weiter 
zu der Annahme, dass ein Urinfilm aus mehr als vier Hauptstoffgruppen besteht und 
deshalb das Modell nicht anwendbar ist. 
Im Vergleich der durchschnittlichen Zusammensetzung des Urinfilms mit reinem Urin, 
HSA oder Harnstoff wird deutlich, dass es eine große Übereinstimmung in den Anteilen 
der Hauptbestandteile Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff gibt. Die Hypothese einer 
durchgängigen Materialbedeckung durch den adsorbierten Urinfilm wird damit erneut 
gestärkt. Der Vergleich der Elementanteile für Kohlenstoff, Sauerstoff und Stickstoff im 
Urinfilm mit den Referenzen HSA und Harnstoff zeigt eine geringere Übereinstimmung. 
Der Kohlenstoffanteil von 54,3 % im Urinfilm liegt zwischen den Werten von 65,5 % für 
HSA und 29,0 % für Harnstoff. Für Stickstoff liegt der Wert des Urinfilms unter den Antei-
len in den Referenzen, der Sauerstoffanteil ist dagegen im Urinfilm höher als in HSA 
oder Harnstoff. Dies führt zu der Annahme, dass im Urinfilm weder HSA noch Harnstoff 
in einem besonders hohen Anteil im Vergleich zu Urin vorhanden sind. 
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3.1.2 Analyse zweikomponentiger Proteinfilme und des Urinfilms mittels 
TOF-SIMS und der Hauptkomponentenanalyse 
Die Identifizierung einzelner Proteine in einem Urinfilm ist sehr wichtig, da Bakterien 
manche Proteine als spezifische Bindungsstelle erkennen und nutzen können, um an 
Oberflächen anzuhaften [89;94]. Die Massenspektrometrie TOF-SIMS ist in Kombination 
mit einer Hauptkomponentenanalyse der erhobenen Daten eine sehr empfindliche Me-
thode zur Analyse von Proteinen direkt auf einer Oberfläche. 
Zur Etablierung der Methode wurden in einem ersten Ansatz ein Proteingemisch von 
BSA und humanem Fibronektin in unterschiedlichen Mischungsverhältnissen auf einer 
Oberfläche adsorbiert und untersucht (Tabelle 7). Mit BSA und Fibronektin wurden 
hinsichtlich des Ursprung und des Molekulargewichts (67 kDa und 220 kDa) zwei sehr 
unterschiedliche Proteine gewählt. Sie sollten dadurch gut voneinander unterscheidbar 
sein. Für jedes entstandene Messspektrum wurde eine Nominalpeakliste der Massen-
fragmente erstellt. Die Intensitäten ganzzahliger Massenfragmente wurden dazu inner- 
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Abbildung 13: Loadings einer Hauptkomponentenanalyse für Proteingemische aus BSA 
und Fibronektin: Die Glasoberflächen wurden für 24 h bei 37 °C in de n Proteinlösungen inku-
biert. Es wurden neun Messstellen untersucht, die erstellten Peaklisten für jeweils drei Messstel-
len gemittelt und damit eine Hauptkomponentenanalyse durchgeführt. Die Fehlerbalken spiegeln 
die Standardabweichung der Loadings der drei Hauptkomponentenanalysen wider. 
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halb der Grenzen ± 0,45 u aufaddiert. Aus dieser Liste wurden die von Suzuki et al. als 
proteinrelevant identifizierten Massenfragmente ausgewählt und eine Hauptkomponen-
tenanalyse durchgeführt ( 2.2.2.2) [70]. Die Hauptkomponente (Loadings) gibt dabei die 
Beziehung oder Veränderung zwischen den verschiedenen Proben an. Die Loadings der 
ersten Hauptkomponente zeigen einen linearen Verlauf (Abbildung 13). Dies entspricht 
den unterschiedlichen Zusammensetzungen der Testlösungen. Es existiert demnach 
eine Gruppe von proteinrelevanten Massenfragmenten, die im Zusammenhang zu den 
linearen Veränderungen zwischen den einzelnen Proben steht. Diese Arbeit zeigt die 
Möglichkeit zwei verschiedene Proteine auf einer Oberfläche in unterschiedlichen Mi-
schungsverhältnissen mittels TOF-SIMS und einer Hauptkomponentenanalyse vonein-
ander zu unterscheiden. Die Anwendungsmöglichkeit dieser Methode auf einen hetero-
genen Urinfilm wurde getestet. Dazu wurde untersucht, inwieweit das Protein Fibronek-
tin in der heterogenen Umgebung des Urinfilms detektiert werden kann (Tabelle 8). 
Dazu wurde Fibronektin in steigender Konzentration einer Urinprobe zugesetzt und das 
Gemisch auf Glas adsorbiert. Im Gegensatz zu der Analyse des zweikomponentigen 
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Abbildung 14: Loadings einer Hauptkomponentenanalyse für Testlösungen aus Urin und 
Fibronektin: Die Glasoberflächen wurden für 24 h bei 37 °C in de n Urin-Proteinlösungen inku-
biert. Es wurden neun Messstellen untersucht, die erstellten Peaklisten für jeweils drei Messstel-
len gemittelt und damit eine Hauptkomponentenanalyse durchgeführt. Die Fehlerbalken spiegeln 
die Standardabweichung der Loadings der drei Hauptkomponentenanalysen wider. 
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Proteingemischs konnte hier das zugemischte Protein Fibronektin nicht vom Urinfilm 
unterschieden werden (Abbildung 14). Die Loadings zeigen kein Verhalten, was in ir-
gendeiner Weise auf die steigende Konzentration von Fibronektin im Gemisch hinweist. 
Auch die zweite und dritte Hauptkomponenten (nicht dargestellt) zeigen keine Hinweise.  
 
Diskussion 
Die Untersuchung des Urinfilms mittels TOF-SIMS und die Auswertung der Daten mit 
einer Hauptkomponentenanalyse wurde, so wie in dieser Arbeit beschrieben, erstmals 
durchgeführt. Compère et al. setzten TOF-SIMS zur Untersuchung von marinen Conditi-
oningfilmen ein [24]. Die Auswertung erfolgte dabei jedoch nicht mittels einer Haupt-
komponentenanalyse, sondern es wurden die positiven Massenfragmente NH4+, 
C5H12N+, C8H10N+, C9H8N+, C8H20N+ und C8H10NO+ sowie die negativen Massenfragmen-
te NH-, CN-, CNH-, CNO- und CNOH- als Indikatoren für die Anwesenheit von Proteinen 
verwendet [24;95;96]. Eine Identifizierung einzelner Proteine in einem heterogenen 
Gemisch war mit dieser Methode nicht möglich.  
Durch die Verwendung einer Hauptkomponentenanalyse konnten in vorherigen Studien 
Plasmaproteine eindeutig voneinander unterschieden werden. Dazu adsorbierten die 
Proteine aus einkomponentigen Lösungen und wurden mittel TOF-SIMS untersucht. 
Durch einen Vergleich mit den zuvor aufgenommenen Spektren der Plasmaproteine  
konnten TOF-SIMS-Untersuchungen von Blutplasma und Blutserum mit einer Haupt-
komponentenanalyse qualitativ beurteil werden. Eine Aussage bezüglich der exakten 
Proteinzusammensetzung von Blutplasma oder Blutserum konnte jedoch nicht getroffen 
werden [97;98]. Bernsmann et al. untersuchten die auf Dentalmaterial adsorbierten 
Proteine BSA, humane Amylase und Lysozym. Sie konnten diese Proteine mit der Un-
terstützung einer Hauptkomponentenanalyse eindeutig voneinander unterscheiden [99]. 
In den genannten Untersuchungen wurden die Proteine aus ein- oder zweikomponenti-
gen Lösungen auf einer Substratoberfläche adsorbiert und durch die Unterstützung einer 
Hauptkomponentenanalyse voneinander unterschieden. Die Unterscheidung von Protei-
nen in einer heterogenen Körperflüssigkeit, wie beispielsweise Blutplasma konnte nicht 
gezeigt werden. Die Massenfragmente eines einzelnen Proteins unterscheiden sich 
demnach nicht ausreichend stark von den Massenfragmenten anderer Proteine und 
Inhaltsstoffe solch einer biologischen Probe um als Hauptkomponenten analysiert wer-
den zu können.  
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In der vorliegenden Arbeit konnten mittels TOF-SIMS und einer anschließenden Haupt-
komponentenanalyse zwei Proteine, welche gleichzeitig auf eine Oberfläche adsorbier-
ten, voneinander unterschieden werden. Die lineare Änderung der Zusammensetzung 
der Proteinlösung wurde anhand der Loadings sichtbar. Die Detektion eines zugesetzten 
Proteins im Urinfilm war mit dieser Methode jedoch nicht möglich. Die Charakterisierung 
heterogener Gemische wie beispielsweise Urin, Blutplasma oder Blutserum hinsichtlich 
ihrer exakten Proteinzusammensetzung ist mit dem heutigen Stand der Entwicklung 
sehr schwierig. Diese Ergebnisse weisen außerdem erneut auf die Komplexität der 
Zusammensetzung eines Urinfilms hin und bestätigen damit die vorhergehenden Beo-
bachtungen in den XPS-Untersuchungen. 
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3.1.3 Proteindetektion mittels AFM-unterstützter Immunogoldmarkierung 
Die Rasterkraftmikroskopie liefert auf einer Größenskala zwischen 100 µm bis hin zu 
molekularer Auflösung Informationen hinsichtlich Topographie und Elastizität einer 
Oberfläche. Sie ist in der Lage einzelne Biomoleküle sowohl an Luft als auch in Flüssig-
keit hochaufgelöst abzubilden. Die Unterscheidung verschiedener Biomoleküle wie 
beispielsweise Proteine anhand von AFM-Aufnahmen ist jedoch nur bedingt möglich. 
Um eine Detektion zu ermöglichen wurden Proteine mit einer zweistufigen Antikörper-
färbung behandelt. Dabei bindet ein primärer Antikörper auf der ersten Stufe an das 
gewünschte Protein, welches sich auf der Probenoberfläche befindet. Der sekundäre 
Antikörper bindet auf der zweiten Stufe an den ersten Antikörper und ist außerdem mit 
einem Goldpartikel (Ø10 nm) konjugiert. Mittels AFM kann dieses Goldkonjugat abgebil-
det werden und es wird dadurch eine spezifische Proteindetektion auf der Oberfläche 
möglich ( 2.2.5.2.). Durch die Verwendung von zwei Antikörpern kann das System leicht 
auf verschiedene Proteine übertragen werden, da nur der primäre Antikörper ausge-
tauscht werden muss. Zudem kann es zu einer Signalverstärkung kommen, indem an 
einen primären Antikörper mehrere sekundäre Antikörper anbinden. Diese Art der De-
tektion von Proteinen mittels Immunogold wird häufig für die Elektronenmikroskopie 
eingesetzt [100]. Die Methode findet jedoch auch in Verbindung mit dem AFM zahlreiche 
Anwendungsbereiche wie zum Beispiel die Unterscheidung zwischen zwei Arten des 
marinen Schwamms Microciona prolifera [101]. Für die Beurteilung einer Antikörperfär-
bung ist es sehr wichtig die Selektivität der Antikörper zu überprüfen. Als Beispiel ist im 
Folgenden die Überprüfung der Selektivität des verwendeten Antikörpers gegen HSA 
dargestellt. Nach der Adsorption eines Proteingemischs aus Lysozym, Transferrin, 
humanen Antikörpern und HSA auf eine Glasoberfläche wird das Immunogoldprotokoll 
angewendet (Tabelle 12). Nach der Durchführung ist die Oberfläche dicht belegt mit 
kleinen Partikeln, die Goldkonjugate des zweiten Antikörpers (Abbildung 15 B). Im Hö-
henprofil wird dies noch mal bestätigt, die Höhenunterschiede liegen bei 10 nm. Auf 
einer zweiten Oberfläche wird das Proteingemisch ohne HSA adsorbiert und das Proto-
koll durchgeführt. Es sind nach der Behandlung nur vereinzelt Goldkonjugate zu erken-
nen. Die Anbindung des ersten Antikörpers an ein fremdes Antigen ist also sehr selten, 
was auf eine hohe Selektivität des primären Antikörpers zurückzuführen ist (Abbildung 
15 C). Als Referenz wird eine AFM-Aufnahme eines adsorbierten Proteinfilms aus den 
vier oben genannten Proteinen ohne Immunogold verwendet (Abbildung 15 A). 
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Die Topographie ist sehr flach, die Höhenunterschiede betragen 3-5 nm. Der Anteil an 
unspezifischen Bindungsereignissen ist für jedes Protokoll einer Antikörperfärbung 
unterschiedlich und muss für die Auswertung solcher Messergebnisse berücksichtig 
werden. Zudem muss der Unterschied zwischen spezifischer und unspezifischer Bin-
dung groß genug sein, um eine Aussage hinsichtlich der Anwesenheit eines Antigens 
treffen zu können [102]. Die Verdünnung in welcher ein Antikörper verwendet wird, 
beeinflusst das Verhältnis zwischen spezifischer und unspezifischer Bindungsereignisse 
zusätzlich. Deshalb wurden für die verwendeten primären Antikörper Voruntersuchun-
gen durchgeführt, um die optimale Verdünnung zu wählen. Der Unterschied zwischen 
spezifischer und unspezifischer Bindung ist für die verwendeten Protokolle ausreichend. 
Abbildung 15: AFM-Aufnahmen und Höhenprofile zur Überprüfung der Selektivität der Immu-
nogoldmarkierung von HSA. Inkubation der Proteinlösung mit der Glasoberfläche zwei Stunden bei 
Raumtemperatur. Immunogold: 1. Anti-HSA (Rabbit) 2. Anti-Rabbit (Goldkonjugat10 nm) 
A: Adsorbierter Proteinfilm aus Transferrin, Lysozym, IgG und HSA ohne Immunogold  
B: Adsorbierter Proteinfilm aus Transferrin, Lysozym, IgG und HSA mit Immunogold 
C: Adsorbierter Proteinfilm aus Transferrin, Lysozym, IgG mit Immunogold 
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Abbildung 16: AFM-Aufnahmen und Höhenprofile der Immunogoldmarkierungen von HSA 
und THP im Urinfilm Inkubation der Glasoberflächen in Urin für 24 Stunden bei Raumtemperatur 
Immunogold HSA: 1. Anti-HSA (Rabbit) 2. Anti-Rabbit (Goldkonjugat10 nm) 
Immunogold THP: 1. Anti-THP (Mouse) 2. Anti-Mouse (Goldkonjugat 10 nm) 
A: unbehandeltes, gereinigtes Glas  
B: Glas mit adsorbiertem Urinfilm  
C: HSA-Detektion im Urinfilm mittels Immunogoldfärbung  
D: THP-Detektion im Urinfilm mittels Immunogoldfärbung  
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Aufgrund dessen wurde Immunogold zur Detektion der beiden Hauptproteine im Urin, 
HSA und THP, in einem Urinfilm verwendet. Dabei wird der Unterschied zwischen dem 
unmarkierten Urinfilm und den immunogoldmarkierten Oberflächen im Höhenprofil deut-
lich (Abbildung 16 B bis D). 
Die Goldkonjugate von 10 nm sind sowohl für die HSA-Detektion, als auch für die THP-
Detektion sichtbar. Gleichzeitig sind für die HSA-Detektion mehr Goldkonjugate auf der 
Oberfläche zu erkennen. Die Goldbedeckung liegt für HSA bei 15 % und für THP bei 
8 %. Es konnten für beide Proteine keine strukturellen Besonderheiten wie Inselbildun-
gen oder eine charakteristische Anordnung detektiert werden. 
Die qualitative Bewertung der AFM-Aufnahmen ist eindeutig, die Goldkonjugate sind klar 
zu erkennen. Eine quantitative Auswertung hinsichtlich der Konzentration der vorhande-
nen Proteine ist schwierig. Denn die beiden Immunogoldprotokolle für HSA und THP 
werden mit unterschiedlichen Antikörpern durchgeführt, wobei jeder dieser Antikörper 
eine andere Bindungswahrscheinlichkeit für sein Antigen besitzt. Die Folge ist, dass eine 
höhere Bedeckung mit Goldkonjugaten für ein Protein wie beispielsweise für HSA auf 
Glas im Vergleich zu THP auf Glas, nicht automatisch mit einer höheren Proteinkonzent-
ration auf der Oberfläche gleichgesetzt werden kann. Um das Verhältnis von HSA und 
THP zueinander auf einer Oberfläche bestimmen zu können, müssen die jeweiligen 
Affinitäten der Antikörper bestimmt werden. Dies wird standardmäßig mit Proteinlösun-
gen durchgeführt. Die Anbindung der Antikörper kann jedoch für ein adsorbiertes Protein 
auf einer Oberfläche anders sein. Denn durch die Adsorption können Proteine ihre 
Konformation ändern und es können dadurch Bindungsstellen zugänglich oder blockiert 
werden. Somit kann eine Affinitätsbestimmung in Lösung nicht auf Testsysteme mit 
adsorbierten Proteinen übertragen werden. Eine Affinitätsprüfung der Antikörper für 
adsorbierte Proteine wurde in  3.1.4 in Verbindung mit Immunofluoreszenz durchgeführt. 
Ohne diese vorherige Bestimmung der Affinitäten können lediglich gleiche Proteine auf 
unterschiedlichen Materialien miteinander verglichen werden. Dabei spielt die Rauheit 
der Materialien eine wichtige Rolle (Abbildung 17). Zur Beurteilung dieses Einflusses 
wurde die Immunogoldmarkierung von HSA in einem Urinfilm auf TPU angewendet. 
Dabei ist die Bewertung der Goldbelegung schwierig, da die Goldkonjugate aufgrund der 
Rauheit der Materialoberfläche nicht mehr eindeutig auszumachen sind. Dies wird vor 
allem im Höhenprofil deutlich. Für flache Oberflächen wurde die Goldbelegung quantifi-
ziert, indem im Höhenbild ein Grenzwert gewählt wurde, so dass alle Pixel über dieser 
Grenze durch die Goldkonjugate bedingt waren. Dadurch konnte anhand der Anzahl der 
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Pixel über diesem Schwellenwert eine prozentuale Goldbedeckung der Oberfläche 
bestimmt werden. Die Verwendung eines solchen Schwellenwertes wird durch die hohe 
Rauheit der TPU-Oberfläche unmöglich. Die Anwendung der AFM-unterstützten Immu-
nogoldmarkierung wird dadurch auf die Verwendung von flachen Materialoberflächen als 
Substrat beschränkt. 
 
Diskussion 
In dieser Arbeit wurde erstmals gezeigt, dass es mit Hilfe der AFM-unterstützten Immu-
nogoldmarkierung möglich ist, einzelne Proteine in einem Urinfilm auf Glas zu detektie-
ren. Für die Untersuchungen wurden die beiden häufigsten im Urin vorkommenden 
Proteine HSA und THP ausgewählt, sie tragen zusammen mit 66 % zum Gesamtprote-
ingehalt im Urin bei. Die untersuchten Glasoberflächen für die Detektion von HSA im 
Urinfilm waren zu ~15 % mit Goldpartikeln belegt (Abbildung 16). Für die HSA-Detektion 
in einem Proteinfilm auf Glas wurden ~50 % Goldbelegung gemessen (Abbildung 15 B). 
Eine Erklärung für die geringere Belegungsdichte im Urinfilm ist eine geringere Protein-
konzentration von HSA und THP auf der Oberfläche. Dies könnte durch einen Proteinan-
teil von ~0,1 % bezogen auf die Gesamttrockenmasse im Urin bedingt sein. Für die 
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Abbildung 17 AFM-Aufnahmen und Höhenprofile der Immunogoldmarkierungen von HSA 
im Urinfilm. Der Urinfilm wurde durch die Inkubation der TPU-Oberflächen in Urin für 24 Stunden 
bei Raumtemperatur präpariert. 
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vierkomponentige Proteinlösung lag der Anteil an HSA bei ~0,5% bezogen auf die Ge-
samttrockenmasse. Die geringe Goldbelegung für die Detektion der beiden höchstkon-
zentrierten Proteine im Urin führen zu dem Schluss, dass die Detektion geringer kon-
zentrierter Proteine aus Urin wenig vielversprechend ist.  
Der eigentliche Vorteil einer indirekten Antikörperfärbung liegt darin, dass es aufgrund 
der Anbindung mehrerer sekundärer Antikörper an einen primären Antikörper zu einer 
Signalverstärkung kommt. Für goldkonjugierte Antikörper kann dieser Vorteil nicht opti-
mal genutzt werden. Wie auch in der Literatur beschrieben behindern sich die Goldkon-
jugate der sekundären Antikörper gegenseitig bei einer Anbindung an den selben primä-
ren Antikörper [103]. 
Mit Hilfe der in dieser Arbeit entwickelten Immunogoldmarkierung können die Proteine 
HSA und THP in einem Urinfilm detektiert werden. Ein Vergleich der Proteinkonzentrati-
onen auf verschiedenen Materialoberflächen ist jedoch aufgrund verschiedener Affinitä-
ten der Antikörper und bedingt durch die Rauheit der untersuchten Substrate  nicht 
möglich. 
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3.1.4 Quantitative Proteindetektion auf Oberflächen durch die Kombinati-
on von Fluoreszenzmikroskopie und der Quarzkristall-Mikrowaage 
Zur Detektion zuvor ausgewählter Proteine auf Materialoberflächen können fluoreszenz-
konjugierte Detektionsproteine wie Concanavalin A oder eine zweistufige Antikörperfär-
bung mit einem fluoreszenzkonjugierten, sekundären Antikörper angewendet werden. 
Die Unabhängigkeit der Methode von der Oberflächenrauheit, sowie eine größere Ana-
lysefläche bringen einen entscheidenden Vorteil gegenüber der AFM-unterstützten 
Immunogoldmarkierung. Mit Hilfe der Quarzkristall-Mikrowaage wurden zudem die 
Affinitäten der Antikörper für adsorbierte Proteine ermittelt. Dadurch konnten die Kon-
zentrationen der Proteine quantitativ auf den Materialoberflächen bestimmt und mitein-
ander verglichen werden.  
Zur Fluoreszenzdetektion von HSA und THP wurden für jedes Protein und Testmaterial 
zwei unabhängige Proben präpariert und an vier verschiedenen Stellen die Fluoreszenz-
intensität aufgenommen. Es wurde außerdem die Eigenfluoreszenz jedes Materials und 
die unspezifische Bindung durch das Mitführen einer Negativprobe ermittelt (2.2.3.2). 
Durch Subtraktion dieser Intensitäten von den Werten der urinbeschichteten Material-
proben wurden die Messergebnisse korrigiert (Tabelle 14). Die Rauheit einer Material-
oberfläche beeinflussen die Fluoreszenzaufnahmen nicht (Abbildung 18). Für die Cha-
rakterisierung des Urinfilms ist die quantitative Proteinzusammensetzung auf einer 
Materialoberfläche von besonderem Interesse. Mittels QCM war es möglich die tatsäch-
lich adsorbierte Masse eines Proteins pro Fläche zu bestimmen und durch die anschlie-
ßende Fluoreszenzfärbung konnte ein Zusammenhang zwischen Proteinkonzentration 
und Fluoreszenzintensität hergestellt werden (2.2.4.2). So wurden Kalibriergeraden für 
die Proteine HSA und THP erstellt (Abbildung 19). Für beide Proteine konnte ein linea-
res Verhalten zwischen adsorbierter Masse und der Fluoreszenzintensität festgestellt 
Tabelle 14: Fluoreszenzintensitäten für HSA und THP nach einer zweistufigen Antikörper-
färbung Intensitäten normiert auf 1 Sekunde Belichtungszeit und korrigiert um die Eigenfluores-
zenz und die Intensität der unspezifischen Bindung 
 Glas TPU SAN Stahl PS PVC 
HSA       
Fluoreszenzintensität 3885,6 1156,3 663,5 2695,5 1280,3 1365,0 
Standardfehler 104,5 413,7 296,1 155,3 123,6 50,9 
       
THP       
Fluoreszenzintensität 712,4 3488,3 1349,3 4313,3 2092,7 16583,2 
Standardfehler 88,1 479,3 241,7 448,8 126,7 223,5 
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Abbildung 19: Kalibriergeraden für die zweistufigen Antikörperfärbungen von HSA und 
THP mit Immunofluoreszenz. HSA und THP wurden aus verschieden konzentrierten Proteinlö-
sungen auf QCM-Messquarze adsorbiert und die tatsächlich adsorbierte Proteinmenge bestimmt. 
Die Messquarze wurden fluoreszenzmarkiert. Für jeden Messquarz wurde an 4 Stellen die Inten-
sität bestimmt, auf 1 Sekunde Belichtungszeit normiert und hinsichtlich Eigenfluoreszenz und 
unspezifischer Bindungen korrigiert. Die Fehlerbalken in Y-Richtung spiegeln den Standardfehler 
vom Mittelwert der Intensitäten wieder, die Fehlerbalken in X-Richtung spiegeln die Schwankun-
gen während der QCM-Messung wider. 
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Abbildung 18: Bildausschnitt der Fluoreszenzaufnahmen der HSA-Detektion mittels Im-
munofluoreszenz im Urinfilm Inkubation der Oberflächen in Urin für 24 Stunden bei 37 °C 
A: Urinbeschichtetes thermoplastisches Polyurethan mit fluoreszenzgefärbtem HSA  
B: Urinbeschichtetes Glas mit fluoreszenzgefärbtem HSA.  
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werden. Mit einem Bestimmtheitsmaß von R²=0,9453 für HSA und R²=0,9061 für THP 
sind beide Kalibriergeraden ausreichend genau, um für die Berechnung der Proteinkon-
zentrationen auf den Materialoberflächen verwendet werden zu können. Somit konnten 
nun die Fluoreszenzaufnahmen der verschiedenen Materialoberflächen mit Hilfe der in 
Abbildung 19 angegebenen Formeln quantitativ ausgewertet werden. 
Das Verhältnis von HSA und THP zueinander ist in den Urinfilmen auf verschiedenen 
Materialoberflächen unterschiedlich (Abbildung 20). Auf fünf von insgesamt sechs unter-
suchten Materialoberflächen ist das speziell im Urin vorkommende THP in einer höheren 
Konzentration adsorbiert als das Plasmaprotein HSA. Die THP-Konzentrationen liegen 
dabei zwischen 21,5 - 300,5 ng/cm². PVC weist mit 300,5 ng/cm² die mit Abstand höchs-
te Konzentration für THP auf. Für die Materialien TPU, SAN, Stahl und Polystyrol adsor-
bierte ca. das 2 – 3 fache an THP im Vergleich zu HSA, für PVC war es sogar das 
13fache. Die HSA-Konzentrationen betragen für die verschiedenen Materialien zwischen  
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Abbildung 20: Proteinkonzentrationen von HSA und THP auf verschiedenen Materialober-
flächen detektiert mit Immunofluoreszenz und QCM-Kalibrierung. Inkubation der Material-
oberflächen in Urin für 24 Stunden bei 37 °C. Für je des Material und jedes Protein wurden zwei 
unabhängige Proben präpariert und vier Fluoreszenzbilder aufgenommen. Durch eine Kalibrie-
rung mit Hilfe von QCM-Messungen konnten die Intensitäten in Proteinkonzentrationen [ng/cm²] 
umgerechnet werden. Die Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler vom Mittelwert dieser 
8 Messungen wider und damit die laterale Heterogenität der Probe. 
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12,0 – 61,0 ng/cm². Für Glas ist das Proteinverhältnis umgekehrt mit einer 3fach höhe-
ren HSA-Konzentration im Vergleich zu THP. Die vier untersuchten Polymere TPU, SAN, 
Polystyrol und PVC weisen die geringsten HSA-Konzentrationen auf. 
HSA und THP sind die beiden häufigsten Proteine im Urin. So lässt sich durch die Addi-
tion der Proteinkonzentrationen die Gesamtproteinmenge im Urinfilm ungefähr abschät-
zen (Abbildung 21). Mit ca. 44 ng/cm² ist SAN das proteinresistenteste Material, gefolgt 
von Polystyrol mit 66 ng/cm², Glas und TPU mit 82 bzw. 89 ng/cm² und Stahl mit 
127 ng/cm². Durch die hohe THP-Adsorption hat PVC mit 323 ng/cm² auch die höchste 
Gesamtproteinkonzentration. Zur Detektion von Glykoproteinen in den Urinfilmen auf 
Glas, TPU und SAN wurde das Detektionsprotein Concanavalin A angewendet 
(Abbildung 22). Die Vorgehensweise entspricht der oben beschriebenen Präparation für 
die zweistufige Antikörperfärbung. Auch mit dieser Detektionsmethode werden Unter-
schiede der Glykoproteinkonzentration auf unterschiedlichen Materialien gemessen. 
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Abbildung 21: Gesamtproteinkonzentrationen auf verschiedenen Materialoberflächen in 
[ng/cm²] geschätzt als Summe der Konzentrationen an HSA und THP. Inkubation der Mate-
rialoberflächen in Urin für 24 Stunden bei 37 °C. Fü r jedes Material und jedes Protein wurden 
zwei unabhängige Proben präpariert, vier Fluoreszenzbilder aufgenommen und der Standardfeh-
ler vom Mittelwert dieser 8 Messungen bestimmt. Durch eine Kalibrierung mit Hilfe von QCM-
Messungen konnten die Intensitäten in Proteinkonzentrationen [ng/cm²] umgerechnet werden. 
Die Proteinkonzentrationen von HSA und THP wurden addiert. Die Fehlerbalken kommen durch 
die Wurzel der addierten Quadrate der Standardfehler zustande. 
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Diskussion 
Die Anwesenheit von HSA und THP im Urinfilm wurde schon früher untersucht. Santin et 
al. konnten in einer Untersuchung von Ablagerungen auf Urinkathetern ebenfalls HSA 
und THP detektieren [30]. Kontrovers dazu konnten Hawthorn und Reid 1990 kein THP 
im Urinfilm auf verschiedenen Polymeren, darunter auch Polystyrol, detektieren [64]. Die 
Anwesenheit von THP auf den Materialoberflächen, insbesondere auf dem Katheterma-
terial PVC ist sehr interessant. Denn es wurde gezeigt, dass THP sehr spezifisch an 
eine Gattung von Escherichia coli bindet, welche mit Fimbrien umgeben ist. Diese Gat-
tung ist häufig an katheterassoziierten Harnwegsinfektionen beteiligt [89;104;105]. 
Mobely et al. postulierten deshalb bereits 1987, dass diese E. coli Gattung, vermittelt 
durch die Bindung von THP, an die Materialoberfläche von Urinkathetern anbinden kann 
[94]. Hawthorn und Reid zeigten, dass außer E. coli noch weitere uropathogene Bakteri-
en wie Pseudomonas aeruginosa, Proteus mirabilis und Staphylococcus epidermidis mit 
THP eine Bindung eingehen können [64]. Doch durch die Bindung zwischen Bakterien 
und THP kann nicht nur deren Adhäsion an Kathetermaterial forciert, sondern im Ge-
gensatz dazu die Adhäsion von Bakterien an das Gewebe im Harntrakt vermieden wer-
den [105]. Die hohe THP-Konzentration auf dem Kathetermaterial PVC kann daher zu 
Abbildung 22: Detektion von Glykoproteinen im Urinfilm auf unterschiedlichen Materialien 
mittels Concanavalin A 
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einer Vermittlung der bakteriellen Adhäsion auf der Katheteroberfläche führen. Für 
keines der sechs untersuchten Materialien gab es eine auffallend hohe oder niedrige 
HSA-Konzentration. Albumin kann die bakterielle Adhäsion jedoch ebenfalls verringern. 
Es zeigt dabei sowohl durch die Adsorption an das Material als auch durch direkte Bin-
dung an die Bakterienoberfläche eine Wirkung. Der zugrundeliegende Mechanismus ist 
bisher noch nicht geklärt [106;107].  
Im Gegensatz zu den mittels Immunofluoreszenz gemessenen Unterschieden in der 
Proteinzusammensetzung des Urinfilms, wurden mittels XPS-Untersuchungen keine 
materialabhängigen Unterschiede festgestellt. So wird in dieser Arbeit klar, dass einer-
seits die Zusammensetzung bezogen auf die chemischen Elemente eines Urinfilms 
material-unabhängig ist. Andererseits zeigen die Betrachtung der Proteinzusammenset-
zung im Detail Unterschiede im Urinfilm auf den verschiedenen Materialien. Da sich 
verschiedene Proteine hinsichtlich ihrer chemischen Zusammensetzung nur wenig 
voneinander unterscheiden, sind diese beiden Ergebnisse keinesfalls kontrovers. Es 
wird dadurch deutlich, dass zur Charakterisierung eines komplexen bioorganischen 
Films wie der Urinfilm der Einsatz mehrerer, unterschiedlicher Methoden notwendig ist.  
Die Ergebnisse der AFM-unterstützten Immunogoldmarkierung stimmen in der Tendenz 
mit den Ergebnissen der Immunfluoreszenz überein. Die Goldbedeckung für HSA in 
einem Urinfilm auf Glas lag bei 15 % und damit höher als für THP mit 8 %. Mit der quan-
titativen Proteinbestimmung wurde ebenfalls mehr HSA 61 ng/cm² als THP 21 ng/cm²  in 
einem auf Glas adsorbierten Urinfilm detektiert. Die Immunofluoreszenz hat gegenüber 
der AFM-unterstützten Immunogoldmarkierung entscheidende Vorteile. Die Konjugation 
mit einem Fluoreszenzfarbstoff führt nicht zu einer gegenseitigen sterischen Behinde-
rung der Antikörper, da das Konjugat im Vergleich zu einem 10 nm-Goldpartikel sehr viel 
kleiner ist. So kann der entscheidende Vorteil der indirekten Antikörperfärbung, die 
Signalverstärkung durch das Anbinden mehrer sekundärer Antikörper an einen primären 
Antikörper, genutzt werden. Die Fluoreszenzmikroskopie ist zudem weitestgehend un-
abhängig von der Beschaffenheit der Materialoberfläche. Rauheiten, wie sie für Poly-
meroberflächen vorkommen, beeinträchtigen die Fluoreszenzdetektion nicht und damit 
ist diese Methode für die Charakterisierung und für den Vergleich verschiedener Mate-
rialien sehr gut geeignet. Zudem gestaltet sich die Bewertung der Färbung im Falle der 
Fluoreszenz verhältnismäßig einfach, da der Mittelwert der Fluoreszenzintensitäten über 
alle Pixel gebildet werden kann. Für die AFM-unterstützte Immunogoldmarkierung muss 
dagegen ein Höhenschwellenwert festgelegt werden, um die prozentuale Belegung der 
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Oberfläche mit Goldkonjugaten zu berechnen. Die Messqualität der AFM-Aufnahmen 
spielt dabei eine entscheidende Rolle. Die Größe eines Goldkonjugates in einer AFM-
Aufnahme ist von der Qualität der Messspitze abhängig. Ist die Spitze beispielsweise 
durch anhaftende Proteine verunreinigt und nimmt dadurch in ihrem Spitzenradius zu, 
werden vorhandene Goldkonjugate größer abgebildet. Dieser Messartefakt ist entschei-
dend, da die Größenzunahme der Goldkonjugate zu höheren, prozentualen Goldbede-
ckungen führt und damit das Messergebnis verfälscht wird. Die Verunreinigung der 
AFM-Spitze ist in der Praxis für Messungen auf einem heterogenen, proteinhaltigen 
Urinfilm nahezu unvermeidbar.  
Die Fluoreszenzintensitäten wurden für einen Bildausschnitt von 1283 µm x 963 µm 
aufgenommen und haben damit eine fast 50000fach größere Analysefläche im Vergleich 
zum Bildausschnitt von 5 µm x 5 µm der AFM-Aufnahmen. Dadurch hat die laterale 
Heterogenität einer Probe einen kleineren Einfluss auf das Ergebnis. 
Eine absolute Quantifizierung der adsorbierten Proteinkonzentrationen ist für keine der 
beiden antikörpergestützten Methoden ohne eine Bestimmung der Affinitäten der ver-
wendeten Antikörper möglich. Der Grund liegt wie bereits beschrieben in der Verwen-
dung unterschiedlicher Antikörper. Im Fall der zweistufigen Antikörperfärbung ist sowohl 
die Bindungswahrscheinlich des primären, als auch des sekundären Antikörpers von 
Bedeutung. Die Bindungswahrscheinlichkeiten von Antikörpern können sehr unter-
schiedlich sein und sind von verschiedenen Faktoren abhängig. Eine Rolle können die 
Art der chemischen Fixierung, die Spezifität und die Verdünnung der Antikörper und die 
Konformation des Antigens spielen, um nur einige Faktoren zu nennen [108].  
In der vorliegenden Arbeit erfolgte die Kalibrierung durch den Einsatz einer Quarzkristall-
Mikrowaage mittels dieser die tatsächlich adsorbierte Menge eines Proteins auf einem 
Messkristall mit einer SiO2-Oberfläche bestimmt wurde. Durch die anschließende Fluo-
reszenzfärbung dieses adsorbierten Proteinfilms konnte eine Korrelation zwischen Pro-
teinkonzentration auf der Oberfläche und der Fluoreszenzintensität erstellt werden. Bei 
genauerer Betrachtung fällt auf, dass die Kalibriergerade für die HSA-Detektion einen 
kleineren x-Achsenschnittpunkt im Vergleich zur Kalibriergerade von THP aufzeigt. Dies 
ist ein Hinweis auf eine geringere Nachweisgrenze für HSA. Eine Erklärung könnte die 
Verwendung unterschiedlicher Antikörperseren sein. Für HSA wurde als primärer Anti-
körper ein polyklonales Antikörperserum verwendet, die Detektion von THP erfolgte 
mittels eines monoklonalen, primären Antikörpers. Während der Antikörper für HSA an 
verschiedene Epitope des HSA-Moleküls anbinden kann, erkennt der THP-Antikörper 
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lediglich ein Epitop des Proteinmoleküls. Ist diese Stelle nicht zugänglich, zum Beispiel 
durch die Adsorption des Proteins an eine Oberfläche oder eine Konformationsänderung, 
kann keine Bindung zwischen Antikörper und Antigen stattfinden. Dies könnte zu einer 
geringeren Sensitivität der Immunofluoreszenz für THP im Vergleich zu HSA führen.  
Ein weiterer Aspekt ist, dass sich die Konformation von HSA und THP durch die Adsorp-
tion auf hydrophoben oder hydrophilen Oberflächen unterschiedlich verändert und da-
durch nicht die gleiche Anzahl an Bindungsepitopen auf diesen verschiedenen Oberflä-
chen für die Antikörperfärbung zugänglich sind. Da die QCM-Kalibrierung auf der 
hydrophilen Oberfläche SiO2 durchgeführt wurde, könnte die Quantifizierung für hydro-
phobe Oberflächen nicht korrekt anwendbar sein. Durch die Verwendung eines polyklo-
nalen Antikörpers ist dieser Einfluss für die HSA-Kalibration eher gering einzuschätzen. 
Ein Hinweis darauf, dass eine Konformationsänderung von THP während der Adsorption 
auf hydrophoben oder hydrophilen Oberflächen keine entscheidende Rolle spielt, liefern 
die Ergebnisse der Detektion der Glykoproteine mittels Concanavalin A. Da THP das 
höchstkonzentrierte Glykoprotein im Urin ist, können die Ergebnisse der Antikörperfär-
bung von THP mit den Ergebnissen der Concanavalin A Detektion verglichen werden. 
Dabei kann beobachtet werden, dass das Verhältnis zwischen THP auf Glas (hydrophile 
Oberfläche) und THP auf TPU (hydrophobe Oberfläche) für die beiden Färbeprotokolle 
ähnlich ist. Die Faktoren betragen 0,31 für die Antikörperfärbung und 0,37 für die Con-
canavalin A Detektion (Abbildung 20 / Abbildung 22). Das Detektionsprotein Concanava-
lin A bindet dabei jedoch an vollkommen anderen Stellen von THP im Vergleich zu dem 
verwendeten primären Antikörper im Färbeprotokoll. Würde THP auf verschiedenen 
Oberflächen sehr unterschiedliche Konformationsänderungen erfahren und sich dadurch 
die Anzahl der Bindungsstellen für den THP-Antikörper maßgeblich verändern, müsste 
sich die Anzahl der Bindungsstellen für Concanavalin A ungefähr im gleichen Maß ver-
ändern, um den ähnlichen Faktor zwischen Glas und TPU zu erklären. Dies ist jedoch 
nicht zu erwarten. Demzufolge ist der Einfluss der Hydrophobizität der Oberflächen eher 
gering einzuschätzen und die QCM-Kalibrierung sowohl für hydrophobe als auch für 
hydrophile Materialien anwendbar. Eine bisher nicht erwähnte Eigenschaft aller antikör-
perbasierender Färbemethoden ist die Tatsache, dass selbstverständlich nur diejenigen 
Proteine und ihre Konzentration detektiert werden können, welche zuvor auch ausge-
wählt wurden. Für unbekannte Systeme, deren Proteinzusammensetzung nicht bekannt 
ist oder für die es keine Anhaltspunkte für Proteine von besonderer Bedeutung gibt, ist 
der Einsatz dieser Methode eventuell schwierig. 
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3.2  Einfluss verschiedener Materialien und bioorganischer 
Schichten auf die bakterielle Adhäsion 
Die initiale Adhäsion von Bakterien an Materialoberflächen stellt einen wichtigen Schritte 
in der Biofilmbildung dar und kann die Entstehung von Infektionen begünstigen. Die 
kolloidale Kraftspektroskopie bietet die Möglichkeit Adhäsionskräfte zwischen Material 
und Bakterien quantitativ zu bestimmen. Dadurch können Einflüsse wie Materialeigen-
schaften oder organische Materialbeschichtungen auf die bakterielle Adhäsion getestet 
werden. Im Zusammenhang mit katheterassoziierten Harnwegsinfektionen ist die Be-
schichtung der Materialien mit einem Urinfilm hinsichtlich der Wechselwirkungen mit 
Bakterien besonders interessant. 
3.2.1 Kolloidale kraftspektroskopische Untersuchung zwischen Bakterien 
und unbehandelten oder beschichteten Materialoberflächen  
Die Kraftspektroskopie ist eine analytische Methode mit deren Hilfe Adhäsionskräfte 
zwischen einer Oberfläche und einer Cantileverspitze detektiert werden können. Für die 
vorliegende Arbeit wurde ein Cantilever mit einer Glas- oder Polystyrolkugel modifiziert  
 
Glas 
Polyethylenimin 
Bakterien 
Cantilever 
Beschichtung 
(optional) 
Abbildung 23: Messsystem für kolloidale kraftspektroskopischen Messungen an Bakterien 
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und die Wechselwirkungen zwischen der Kugeloberfläche und immobilisierten Bakterien 
Pseudomonas putida gemessen ( 2.2.5.3) (Abbildung 23). Dieser Bakterienstamm gehört 
zur gleichen Gattung wie der unter anderem an Harnwegsinfektionen beteiligte Stamm 
Pseudomonas aeruginosa. Pseudomonas putida ähnelt dem Stamm Pseudomonas 
aeruginosa, ist jedoch kein potentieller Krankheitserreger für Menschen. Dies erleichtert 
den alltäglichen Umgang im Labor aufgrund der niedrigeren Einstufung von Pseudomo-
nas putida bezüglich der biologischen Risikogruppe. Die Oberflächen der befestigten 
Materialkugeln konnten mit verschiedenen Proteinen oder mit einem Urinfilm beschichtet 
und für die Adhäsionsmessungen verwendet werden. Für jeden präparierten Cantilever 
entstand eine Messreihe mit bis zu 10 verschiedenen Messstellen und jeweils 100 Kraft-
Distanz-Kurven (Abbildung 24). Für jedes Material wurden mindesten zwei Cantilever 
präpariert. Die Differenz zwischen dem tiefsten Punkt einer Messkurve und der Nulllinie 
wurde als maximale Adhäsionskraft bestimmt. Lag diese innerhalb des Rauschniveaus 
(~ 0,06 nN) der Messkurve, wurde die maximale Adhäsionskraft gleich 0 gesetzt und für 
die weitere Auswertung nicht berücksichtigt. Die Verteilungen der Adhäsionskräfte für 
jedes Experiment wurden in einem Histogramm dargestellt, um die Qualität der Messung 
zu beurteilen. Als Beispiel sind die Ergebnisse der Adhäsionskräfte zwischen immobili-
sierten Bakterien und unbehandelte bzw. urinbeschichtete Glas- und Polystyrolkugel 
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Abbildung 24: Kraftspektroskopische Messkurve zwischen immobilisierten Bakterien 
Pseudomonas putida und einer Polystyrolkugel. (Rot: Annäherungskurve Blau: Rückzugs-
kurve) Die Immobilisierung der  Bakterien erfolgte mittels PEI auf einer Glasoberfläche. Ein 
Cantilever mit einer Polystyrolkugel wurde mit ~15 nN auf die Bakterien gedrückt, für 1 Sekunde 
gehalten und wieder zurückgezogen. Die maximale Adhäsion wurde aus der Differenz zwischen 
dem tiefsten Punkt der Rückzugskurve und dem Nullniveau berechnet. 
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dargestellt (Abbildung 25). Die Adhäsionskräfte zwischen den Bakterien und den jeweils 
unbehandelten Materialien unterscheiden sich stark voneinander. Die Verteilungen für 
Glas und Polystyrol sind klar voneinander getrennt, zeigen nahezu keine Überlappungen 
und unterschiedliche Adhäsionsmaxima. Die Verteilungen der Adhäsionskräfte zwischen 
urinbeschichteten Materialkugeln und immobilisierten Bakterien liegen zwischen den 
Verteilungen der unbehandelten Materialien. Sie überschneiden sich und die Maxima 
liegen dicht zusammen. Zur besseren Vergleichbarkeit wurde für jede Messreihe der 
Mittelwert und der Standardfehler des Mittelwertes der Adhäsionskräfte berechnet 
(Abbildung 26). Die Adhäsionskraft zwischen den Bakterien und unbehandeltem Glas 
beträgt 1,1 nN und liegt damit fast um das 9fache unter der Adhäsionskraft von 9,1 nN 
zwischen unbehandeltem Polystyrol und Bakterien. Dieser Unterschied zwischen den 
Materialien verschwindet durch die Beschichtungen mit HSA, THP oder Urin. Die Adhä-
sionskräfte zwischen den beschichteten Materialoberflächen und den Bakterien liegen 
dann zwischen 3,8 nN und 5,0 nN und damit zwischen den Werten für die unbehandel-
ten Materialien. Dies weißt darauf hin, dass die Adhäsionskräfte durch diese Beschich-
tungen und nicht mehr durch die Materialien beeinflusst werden. Die Unterschiede zwi-
schen den einzelnen Beschichtungen auf unterschiedlichen Materialien sind mit 0,5 nN 
für HSA, 0,7 nN für THP und < 0,1 nN für Urin sehr gering in Anbetracht der Breite der  
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Abbildung 25: Histogramm der Adhäsionskräfte zwischen immobilisierten Bakterien Pseu-
domonas putida und den unbehandelten bzw. urinbeschichteten Materialoberflächen Glas 
und Polystyrol. Durchführung von mindesten zwei unabhängigen Messreihen mit bis zu 10 
verschiedene Positionen und je 100 Messkurven. Berechnung der maximalen Adhäsionskraft und 
Darstellung der Verteilungen mit einer Bandbreite von 0,25 nN. 
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Abbildung 26: Durchschnittliche Adhäsionskräfte zwischen immobilisierten Bakterien 
Pseudomonas putida und den unbehandelten bzw. beschichteten Materialoberflächen 
Glas und Polystyrol. Durchführung von mindesten zwei unabhängigen Messreihen mit bis zu 
10 verschiedene Positionen und je 100 Messkurven. Berechnung der maximalen Adhäsionskraft 
und Bildung des Mittelwertes. Die Fehlerbalken spiegeln den Standardfehler des Mittelwertes der 
Adhäsionskräfte eines Experiments wider. 
Verteilung, welche mehrere nN beträgt. Eine Ausnahme stellen Hydrophobin-
beschichtete Oberflächen dar. Hydrophobin beschreibt eine Gruppe von amphiphilen 
Proteinen, die in filamentbildenden Pilzen vorkommen [109]. Der Einfluss von 
Hydrophobin auf die bakterielle Adhäsion wurde bisher nicht quantitativ untersucht. Die 
aktuellen Ergebnisse zeigen, dass zwar deutliche Änderungen der Adhäsionskräfte von 
Bakterien gegenüber den unbehandelten Materialien detektiert werden, für Glas steigt 
die Adhäsionskraft von 1,1 nN auf 4,8 nN, für Polystyrol sinkt die Adhäsionskraft von 
9,1 nN auf 7,4 nN. Es besteht jedoch nach wie vor ein deutlicher Unterschied von 2,6 nN 
zwischen den Hydrophobin-beschichteten Materialoberflächen von Glas und Polystyrol.  
 
Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Adhäsionskräfte zwischen 
Bakterien und Materialien sehr unterschiedlich sein können und die Materialoberflächen 
durch verschiedene Beschichtungen beeinflusst werden. Für die Adhäsionsmessungen 
mit Hilfe der Kraftspektroskopie zwischen Bakterien und Materialien werden in der Lite-
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ratur zwei grundlegende Testsysteme beschrieben [110]. Dabei sind die Bakterien ent-
weder auf der Cantileverspitze oder auf einem flachen Substrat immobilisiert. Letzteres 
System wurde in der vorliegenden Arbeit verwendet. Um möglichst anwendungsbezo-
gene Messergebnisse zu erhalten ist die Verwendung von lebenden Bakterien während 
der Untersuchung von Bedeutung. Die Art der Immobilisierung spielt in diesem Zusam-
menhang eine wichtige Rolle. Sie kann sowohl auf die Vitalität der Bakterien, als auch 
auf die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messungen einen Einfluss haben [111-
113]. In der vorliegenden Arbeit wurden die Bakterien Pseudomonas putida durch elekt-
rostatische Wechselwirkungen mit einer Polyethyleniminschicht auf einer Glasoberfläche 
immobilisiert. Mit Hilfe einer Lebend-Tot-Färbung wurde unter dem Fluoreszenzmikro-
skop festgestellt, dass die Bakterien zwischen 2 bis 4 Stunden auf der Oberfläche über-
leben. Diese Zeitspanne ist für die durchgeführten kraftspektroskopischen Untersuchun-
gen ausreichend. Burks et al. beobachteten für eine Immobilisierung von Bakterien mit 
Dihydroxy-L-Phenylalanin eine ähnliche Überlebensdauer [112]. Grundsätzlich sollte 
beachtet werden, dass eine Immobilisierung durch die Adsorption von Bakterien auf 
einer positiv geladenen Oberflächen zu strukturellen Veränderungen der bakteriellen 
Zellwand führen kann [114]. 
Die Verwendung von Glutaraldehyd zur Immobilisierung wird kontrovers diskutiert. Ne-
ben der abtötenden Wirkung konnten einige Arbeitsgruppen eine Zunahme der Steifig-
keit der Bakterien und eine Veränderung der Adhäsionskräfte insbesondere gegenüber 
Glas beobachten [111;112]. Razatos dagegen konnte keinen Einfluss auf die Adhäsion 
durch die Verwendung von Glutaraldehyd zur Immobilisierung feststellen [113]. Diese 
Hypothese stützt sich auf Messungen des Kontaktwinkels und des Zetapotentials gluta-
raldehydbehandelter Bakterien. Aufgrund dieser Diskussion wurde Glutaraldehyd in 
dieser Arbeit nicht zur Immobilisierung der Bakterien verwendet. 
Die Untersuchungen der vorliegenden Arbeit haben ergeben, dass die Adhäsionskraft 
zwischen Glas und Bakterien mit durchschnittlich 1,1 nN deutlich geringer ist im Ver-
gleich zur Adhäsionskraft zwischen Polystyrol und Bakterien mit 9,1 nN.  
Diese Beobachtung entspricht der Tatsache, dass Bakterien, welche meistens eine 
hydrophobe Membran besitzen, stärker an hydrophoben Oberflächen anhaften [32]. 
Dies wird als „hydrophober Effekt“ oder auch als hydrophobe Wechselwirkungen be-
zeichnet. Durch die Anwesenheit von unpolaren Stoffen in Wasser werden Wasserstoff-
brücken aufgebrochen und die Bewegungsfreiheit der Wassermoleküle in direkter Um-
gebung eines unpolaren Stoffes ist eingeschränkt. Durch eine Minimierung der Oberflä-
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che unpolarer Stoffe kann das System die größte thermodynamische Stabilität erreichen. 
Im Fall der bakteriellen Adhäsion ist es so, dass die hydrophobe Membran eines Bakte-
riums und eine  hydrophobe Oberfläche ihre Gesamtoberfläche durch einen Zusammen-
schluss minimieren können. Dieser hydrophobe Effekt wird sehr oft als „unspezifi-
sche“ Bindung bezeichnet, um diesen von stereospezifischen Wechselwirkungen des 
Schlüssel-Schloss-Prinzip unterscheiden zu können [32]. Es muss an dieser Stelle 
jedoch berücksichtig werden, dass der Einfluss spezifischer Wechselwirkungen auf den 
hydrophoben Effekt noch nicht vollständig untersucht und verstanden ist [115]. 
Die spezifischen Bindungen nach dem Schlüssel-Schloss-Prinzip können als selektive 
Bindungen zwischen bakteriellen Adhesinen (spezifische Komponenten auf der Bakteri-
enoberfläche) und Substratrezeptoren (spezifische Komponente auf der Materialoberflä-
che) definiert werden. Sie sind zudem weniger von der Umgebung wie z.B. Elektrolytlö-
sung, pH oder Temperatur abhängig [115]. Nach einem ersten Kontakt zwischen Bakte-
rium und Oberfläche wird durch diese spezifischen Bindungen eine festere Anhaftung 
vermittelt. Die extrazelluläre Matrix und eventuell vorhandene Pili von Bakterien, insbe-
sondere die in beiden Strukturen enthaltenen Polysaccharide und Proteine, spielen für 
die Knüpfung spezifischer Bindungen eine entscheidende Rolle [115]. 
Für die oben beschriebenen Messungen wurden die Adhäsionskräfte zwischen den 
unbehandelten Materialien Glas bzw. Polystyrol und Bakterien detektiert. Da auf diesen 
Materialien keine Proteine oder Polysaccharide auf der Oberfläche adsorbiert waren, ist 
der Unterschied in den Adhäsionskräften größtenteils auf den hydrophoben Effekt, also 
auf unspezifische Wechselwirkungen zurückzuführen.  
Nach der Adsorption der Proteine HSA, THP oder nach der Adsorption eines Urinfilms 
waren die Adhäsionskräfte für beide Materialproben jeweils sehr ähnlich. Da sich nun 
Proteine und im Fall von Urin auch andere bioorganische Stoffe auf der Oberfläche 
befinden, könnten diese als Adhesine von Bakterien genutzt werden. Dadurch könnten 
spezifischen Bindungen für die gemessenen Adhäsionskräfte eine Rolle spielen. Um zu 
Überprüfen, inwiefern diese Annahme plausibel ist, wurde die Anzahl der an diesen 
kraftspektroskopisch gemessenen Adhäsionskräften beteiligten bakteriellen Bindungs-
stellen abgeschätzt. In Anlehnung an Busscher et al. wurden folgende Annahmen getrof-
fen [116]. Für den in dieser Arbeit verwendeten Messaufbau kann eine Kontaktfläche 
zwischen Materialkugel und bakterienbelegter PEI-Schicht von ca. 5 µm x 5 µm abge-
schätzt werden. Damit sind zwischen 3 und 5 Bakterien an einer Messung beteiligt sind. 
Mit einer durchschnittlichen Adhäsionskraft von 0,095 nN für eine einzelne spezifische 
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Bindung zwischen Bakterium und Proteinfilm und einem Mittelwerte der Adhäsionskräfte 
der beschichteten Oberflächen von 4,5 nN ergibt sich eine Beteiligung von insgesamt ca. 
50 Bindungsstellen, pro Bakterium also zwischen 10 und 20 Bindungsstellen [116]. Die 
beteiligte Oberfläche eines Bakteriums der Gattung Pseudomonas putida beträgt ca. 
1,5 µm². Mit der Annahme, dass eine Bindungsstelle für HSA aufgrund der Größe des 
Proteins eine Fläche von ca. 25 nm² besitzt und der zusätzlichen Annahme, dass die 
Bakterienoberfläche dicht mit Bindungsstellen belegt ist, sind schätzungsweise 600 
Bindungsstellen pro Bakterium vorhanden [117;118]. Es wären damit 2-3 % dieser Bin-
dungsstellen an einer Adhäsionsmessung beteiligt. Die Kontaktzeit zwischen Kugelober-
fläche und Bakterien spielt in dieser Abschätzung eine wichtige Rolle. Es ist zudem zu 
beachten, dass die Oberfläche höchstwahrscheinlich nicht komplett mit einer Art von 
Bindungsstelle belegt ist. 
Eine wichtige Fragestellung in dieser Arbeit war, inwieweit Materialeigenschaften die 
bakterielle Adhäsion in Anwesenheit eines Urinfilms beeinflussen können. Durch die 
kraftspektroskopischen Messungen wird klar, dass materialspezifische Einflüsse auf die 
bakterielle Adhäsion durch die Beschichtung mit Protein oder auch mit Urin verschwin-
den. In Anbetracht der Breite der Verteilung der Adhäsionskräfte sind zwischen den 
Materialien für die gleiche Beschichtung keine Unterschiede der Adhäsionskräfte zu 
sehen. Dies trifft zum einen für den Urinfilm, aber auch für die Proteinfilme aus HSA und 
THP zu. Die Hydrophobinbeschichtungen weisen dagegen verschiedene Adhäsionskräf-
te auf Glas und Polystyrol auf. Dies kann möglicherweise auf die strukturelle Besonder-
heit des Hydrophobins zurückgeführt werden, denn Hydrophobin besteht aus einem 
hydrophilen und einem hydrophoben Proteinanteil [119]. Dadurch wäre es denkbar, dass 
sich Hydrophobin sehr unterschiedlich auf den verschiedenen Materialoberflächen an-
haftet und jeweils unterschiedliche Proteinregionen für die kraftspektroskopischen Mes-
sungen zugänglich sind. Eine andere Erklärung für die unterschiedlichen Adhäsionskräf-
te auf Glas und Polystyrol könnte eine unvollständige Bedeckung der Kugeloberfläche 
sein. Dadurch wären unbeschichtete Materialstellen an den kraftspektroskopischen 
Messungen beteiligt, welche einen Einfluss auf die Adhäsionskraft hätten. 
Die Gleichheit der urinbeschichteten Materialien ist besonders in Verbindung mit den 
Erkenntnissen aus den fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen interessant. Darin 
wurden für die Materialien Glas und Polystyrol Unterschiede in der Proteinzusammen-
setzung des Urinfilms detektiert. Da für die Urinfilme auf Glas und Polystyrol kein unter-
schiedliches Adhäsionsverhalten gegenüber den Bakterien beobachtet wurde, kann der 
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Schluss gezogen werden, dass die Proteinzusammensetzung des Urinfilms keine ent-
scheidende Rolle für die bakterielle Adhäsion von Pseudomonas putida spielt.  
Für die Tatsache, dass sich die Adhäsionskräfte für die verschieden beschichteten 
Materialien nicht unterscheiden, kann es zwei mögliche Erklärungen geben. Zum einen 
wäre dies ein Hinweis darauf, dass vor allem unspezifische Bindungskräfte an der Ad-
häsion beteiligt sind. Durch die Adsorption von Proteinen, unabhängig davon welches 
Protein, oder Urin werden die Oberflächen in ihrer Hydrophobizität verändert. Diese wird 
für Polystyrol reduziert, für Glas erhöht, so dass durch die vollständige Bedeckung der 
Oberfläche für beide Materialien ein ähnliches Niveau erreicht wird. Die Erniedrigung der 
Hydrophobizität einer Materialoberfläche durch Proteinadsorption und eine damit ver-
bundene Reduzierung der bakteriellen Adhäsion wurde von Reynolds und Wong be-
schrieben [120].  
Zum anderen bleibt zu beachten, dass sich spezifische Bindungsereignisse hinsichtlich 
der Adhäsionskraft nur geringfügig voneinander unterscheiden [116]. Daher könnte für 
die gemessene maximale Adhäsionskraft nicht entscheidend sein, ob eine spezifische 
Bindung zwischen THP und Bakterium oder HSA und Bakterium geknüpft wird, sondern 
wie viele Bindungen insgesamt geknüpft werden. Da die Gesamtproteinkonzentration 
auf Glas mit 82 ± 10 ng/cm² und auf Polystyrol mit 67 ± 11 ng/cm² ähnlich sind, könnten 
für beide Materialien ähnlich viele spezifische Bindungen geknüpft worden sein. Die 
Beteiligung von spezifischen Bindungsereignissen an der gemessenen Adhäsionskraft 
ist daher nicht ausgeschlossen. Vielleicht hätte eine Verlängerung der Kontaktzeit zwi-
schen Material und Bakterien zu mehr spezifischen Bindungen geführt. In der Literatur 
wird für eine Verlängerung der Kontaktzeit eine Zunahme der maximalen Adhäsion 
beobachtet [82;121]. 
In welchem Maß spezifische oder unspezifische Bindungsereignisse die gemessenen 
Adhäsionskräfte beeinflussen, kann anhand der vorliegenden Daten nicht getroffen 
werden. Klar wird jedoch, dass die Bindungseigenschaften einer Materialoberfläche 
stark von der Anwesenheit eines bioorganischen Films aus Proteinen oder Urin beein-
flusst wird.  
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3.2.2 Statische Untersuchung der bakteriellen Adhäsion und Vergleich mit 
kraftspektroskopischen Untersuchungen 
Zur Beurteilung der bakteriellen Adhäsion können auch statische Tests mit Hilfe der 
Fluoreszenzmikroskopie durchgeführt werden. Dazu werden Materialien mit einer Bakte-
rienkultur in Kontakt gebracht, nach einer definierten Zeitspanne abgespült und die 
anhaftenden Bakterien mit einer Lebend-Tot-Färbung fluoreszierend angefärbt ( 2.2.6). 
Die Oberflächen können anschließend unter einem Fluoreszenzmikroskop untersucht 
und die Anzahl der Bakterien auf der Oberfläche bestimmt werden. Diese Vorgehens-
weise ist weit verbreitet um die Wirkung von antimikrobiellen Oberflächen zu untersu-
chen. Die erzielten Ergebnisse der Kraftspektroskopie aus  3.2.1 können mit den Ergeb-
nissen dieses mikrobiologischen Tests verglichen werden. Dabei soll beurteilt werden, 
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Abbildung 27: Fluoreszenzaufnahmen anhaftender Bakterien Pseudomonas putida auf 
verschiedenen unbehandelten und HSA-beschichteten Materialien. Die Inkubation erfolgte 
für 2 Stunden in einer Bakteriensuspension Nach einer Lebend-Tot-Färbung wurden für jede 
Probe 8 Fluoreszenzbilder aufgenommen und ausgezählt. 
A: unbehandeltes Glas  
B: unbehandeltes Polystyrol  
C: HSA-beschichtetes Glas  
D: HSA-beschichtetes Polystyrol  
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inwieweit Erkenntnisse aus kraftspektroskopischen Messungen auf die tatsächlichen 
bakteriellen Adhäsionsvorgänge übertragbar sind. Dazu wurden unbehandelte und HSA-
beschichtete Glas- und Polystyroloberflächen für zwei Stunden mit Bakterien bei Raum-
temperatur inkubiert und die bakterielle Adhäsion anschließend anhand der Anzahl der 
anhaftenden Bakterien mittels Fluoreszenzmikroskopie untersucht. Es zeigt sich, dass 
fast ausschließlich lebende Bakterien (grün) auf der Oberfläche zu finden sind, tote 
Bakterien (rot) sind, wie erwartet, nur vereinzelt vorhanden (Abbildung 27). Zur Detekti-
on werden alle anhaftenden Bakterien computergestützt ausgezählt (Abbildung 28). 
Dazu wurden jeweils acht Fluoreszenzbilder auf jeder Oberfläche aufgenommen, aus-
gezählt und der Mittelwert gebildet. Mit ~500 Bakterien auf unbehandeltem Glas und 
~1300 Bakterien auf unbehandeltem Polystyrol besteht ein deutlicher Unterschied zwi-
schen den Materialien. Mit einer HSA-Beschichtung haften auf Glas ~900 Bakterien und 
auf Polystyrol ~700 Bakterien. Die Bakterienanzahl auf den HSA-beschichteten Materia-
lien liegt zwischen den Werten für unbehandeltes Glas und Polystyrol. 
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Abbildung 28: Ergebnisse des statischen Adhäsionstest für die unbehandelten und HSA-
beschichteten Materialien Glas und Polystyrol. Für jede Oberflächen wurden zwei unabhän-
gige Proben präpariert und jeweils vier Fluoreszenzbilder aufgenommen. Die Fehlerbalken 
spiegeln den Standardfehler vom Mittelwert der anhaftenden Bakterien auf einer Oberfläche 
wider. 
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Es wird deutlich, dass die Ergebnisse der kraftspektroskopischen Messungen in der 
Tendenz mit den Ergebnissen des statischen Adhäsionstest übereinstimmen. Die Unter-
schiede zwischen den unbehandelten und beschichteten Materialoberflächen sind je-
doch für den statischen Testansatz geringer. So haftet in diesem ungefähr das Dreifache 
an Bakterien an Polystyrol im Vergleich zu Glas. In den kraftspektroskopischen Messun-
gen dagegen zeigt Polystyrol eine ca. 9fach höhere Adhäsionskraft. Die Kraftspektro-
skopie stellt damit die empfindlichere Methode dar, sie besitzt den größeren dynami-
schen Bereich. 
Auch in anderen Studien zeigten kraftspektroskopische Messungen der bakteriellen 
Adhäsion und Adhäsionstest in einer Flusszelle tendenziell die gleichen Ergebnisse 
[122]. Aufgrund der Übertragbarkeit von kraftspektroskopischen Messungen auf tatsäch-
liche Adhäsionsvorgänge, ist eine Nutzung der Methode zur Beurteilung der Wechsel-
wirkungen zwischen Bakterien und Materialoberflächen möglich. Neben einer höheren 
Empfindlichkeit gegenüber den statischen mikroskopischen Tests erlaubt die Kraftspekt-
roskopie gleichzeitig quantitative Aussagen bezüglich der Adhäsionskraft. 
Ergebnisse und Diskussion 
 68 
3.2.3 Kraftspektroskopische Untersuchungen zwischen Bakterien und 
antiadhäsiven Materialoberflächen 
Eine Strategie zur Vermeidung der bakteriellen Adhäsion ist der Einsatz von anti-
adhäsiven Oberflächen. Diese Oberflächen zeichnen sich dadurch aus, dass keine oder 
nur vereinzelt Bakterien anhaften. Durch eine Charakterisierung solcher Materialoberflä-
chen mit Hilfe der Kraftspektroskopie können die antiadhäsiven Eigenschaften quantita-
tive beurteilt und miteinander verglichen werden. 
Als Materialoberflächen wurden die Materialien PEO und PVP gewählt, diese zeigten in 
vorausgehenden Untersuchungen sehr gute antiadhäsive Eigenschaften bezüglich der 
Adhäsion von Proteinen und Bakterien [122-125]. Zur Messung wurden an einem Canti-
lever befestigte Polystyrolkugel mit diesen Materialien beschichtet und direkt für kraft-
spektroskopische Messungen auf Bakterien verwendet ( 2.2.5.3). Neben der Adhäsions-
kraft ist der Anteil an Messungen ohne Bindungsereignis eine wichtige Kenngröße. 
Dabei liegt die gemessene maximale Adhäsionskraft im Rauschniveau der Messkurve. 
Beim Vergleich der maximalen Adhäsionskräfte wird der antiadhäsive Charakter von 
PEO und PVP deutlich (Abbildung 29). Mit 0,3 nN für PEO und 0,6 nN für PVP sind die 
maximalen Adhäsionskräfte im Vergleich zu Glas mit 1,1 nN und Polystyrol mit 9,1 nN 
deutlich geringer. Im Vergleich mit Polystyrol sind die Adhäsionskräfte der antiadhäsiven 
Materialien um das 30fache für PEO und um das 15fache für PVP niedriger. Für das 
antiadhäsive Material PEO kommt es in 61 % der Messungen nicht zu einem Bindungs-
ereignis (Abbildung 30). PVP und Glas zeigen mit 31 % und 25 % einen ähnlichen Anteil 
von Messungen ohne messbare Adhäsion. Polystyrol geht in jeder Messung eine Bin-
dung mit der Bakterienoberfläche ein, der Anteil der Messungen ohne Bindungsereignis 
ist 0 %. Damit ergibt sich auch hier die gleiche Reihenfolge, wie zuvor für die Bestim-
mung der durchschnittlichen Adhäsionskräfte. Die kraftspektroskopischen Messungen 
spiegeln die antiadhäsiven Eigenschaften der Materialien PEO und PVP in einem hohen 
Anteil an Messungen ohne Bindungsereignis (Abbildung 30) und geringer Adhäsions-
kräfte für die Bindungen wider (Abbildung 29). Im Unterschied dazu zeigten die Refe-
renzmaterialien Glas und Polystyrol mit 25 % und 0 % geringere Anteile an Messungen 
ohne Bindungsereignis. Um die Stabilität der präparierten antiadhäsiven Materialbe-
schichtungen zu überprüfen, wurden diese für unterschiedliche Zeitspannen in einer 
HSA-Lösung inkubiert und anschließend für kraftspektroskopische Messungen auf Bak- 
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Abbildung 29: Adhäsionskräfte zwischen immobilisierten Bakterien Pseudomonas putida 
und den antiadhäsive Materialien PEO und PVP sowie den Referenzmaterialien Glas und 
Polystyrol. Durchführung von mindestens zwei unabhängigen Messreihen mit bis zu 10 ver-
schiedene Positionen und je 100 Messkurven.  
A: Berechnung der maximalen Adhäsionskraft und Darstellung der Verteilungen mit einer Band-
breite von 0,05 nN im Histogramm  
B: Berechnung der maximale Adhäsionskraft und Bildung des Mittelwertes. Die Fehlerbalken 
spiegeln den Standardfehler des Mittelwertes der Adhäsionskräfte eines Experiments wider. 
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terien verwendet. Nach einer dreistündigen Inkubation in einer HSA-Lösung ergeben 
sich keine grundlegenden Veränderungen im Adhäsionsverhalten der beiden Materialien 
im Vergleich zu Messungen ohne eine Inkubation in HSA-Lösung (Abbildung 31). Eine 
große Änderung ist nach einer Inkubationszeit von 15 Stunden zu erkennen. Die Adhä-
sionskräfte für PEO und PVP steigen auf 3,1 nN bzw. 2,7 nN. Nach einer Inkubationszeit 
von 24 Stunden steigen die Werte noch mal auf 3,7 nN für PEO und 3,6 nN für PVP an. 
Die antiadhäsiven Eigenschaften der Materialschichten nehmen durch die Inkubation in 
einer HSA-Lösung für 15 Stunden ab, bis die Adhäsionskräfte nach 24 Stunden denen 
eines HSA-beschichteten Referenzmaterials Glas mit 4,5 nN und Polystyrol mit 4,0 nN 
entsprechen. Ob dabei die Materialschichten PEO und PVP durch HSA belegt wurde 
oder ob sich die Materialschichten vom Substrat Polystyrol lösen und dieses Substrat 
dann mit einer HSA-Schicht belegt wird, kann anhand dieser Messungen nicht beurteilt 
werden. 
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Abbildung 30: Prozentualer Anteil an Messungen ohne Bindungsereignis  zwischen im-
mobilisierten Bakterien Pseudomonas putida und verschiedenen Materialoberflächen. 
Auszählung aller Messungen mit der maximalen Adhäsionskraft im Rauschniveau der Mess-
kurve. 
Ergebnisse und Diskussion 
 71 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Diskussion 
In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass mit Hilfe der Kraftspektroskopie 
antiadhäsive Oberflächen charakterisiert werden können. Die Betrachtung des prozen-
tualen Anteils an Messkurven ohne Bindungsereignis sollte für die Beurteilung zusätzlich 
zu den Adhäsionskräften herangezogen werden. Für diese Anwendung ist der größere 
dynamische Bereich der Kraftspektroskopie gegenüber den statischen Adhäsionstests 
mit Bakterien von Bedeutung. In einem statischen, mikroskopischen Test ist die Scher-
kraft des Abspülens nach der Inkubation mit Bakterien entscheidend. Haften Bakterien 
mit einer Adhäsionskraft an eine Oberfläche an, welche geringer ist als die Scherkraft 
des Abspülens, werden sie entfernt. Sie können nicht als anhaftende Bakterien für das 
untersuchte Material detektiert werden. Eventuelle Unterschiede zwischen Materialien 
mit geringen Adhäsionskräften gegenüber Bakterien können im statischen Test nicht 
mehr detektiert werden. Zur Charakterisierung und Beurteilung von antiadhäsiven Ober-
flächen ist die Kraftspektroskopie daher besonders gut geeignet. 
Abbildung 31: Durchschnittliche Adhäsionskräfte zwischen Bakterien Pseudomonas 
putida und PEO bzw. PVP nach verschiedenen Inkubationszeiten in einer HSA-Lösung. 
Präparation der Oberflächen auf einer Polystyrolkugel eines modifizierten Cantilevers und an-
schließende Inkubation in einer HSA-Lösung (50 µg/mL in PBS-Puffer) bei Raumtemperatur für 
die angegebene Zeit. Für jede Messreihe wurden an bis zu 4 verschiedenen Positionen 100 
Messkurven aufgenommen, die maximale Adhäsionskraft berechnet und gemittelt. Die Fehler-
balken spiegeln den Standardfehler des Mittelwertes der Adhäsionskräfte eines Experiments 
wider. 
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4 Zusammenfassung 
Die Zusammensetzung eines adsorbierten Urinfilms auf einer Oberfläche kann im Zu-
sammenhang mit der bakteriellen Adhäsion und der Biofilmbildung eine entscheidende 
Rolle spielen. Proteine im Urinfilm können die Anhaftung von Bakterien vermitteln, da sie 
direkt als Anknüpfungspunkte verwendet werden können. Aufgrund der Komplexität des 
Urins und aufgrund der niedrigen Konzentration einiger enthaltener Stoffgruppen, stellt 
die Charakterisierung eines solchen Urinfilms hohe Ansprüche an die eingesetzten 
Methoden. Die Gesamtbeschaffenheit eines Urinfilms kann daher nur durch den Einsatz 
und die Kombination verschiedener biophysikalischer Messmethoden erfasst werden. 
Zur Beurteilung der Zusammensetzung hinsichtlich der chemischen Elemente wurden 
sowohl an unbehandelten als auch an urinbeschichteten Materialien XPS-
Untersuchungen durchgeführt. Durch die Betrachtung von verschiedenen Materialien 
wurde deren Einfluss auf die Zusammensetzung des Urinfilms erfasst. Die Ergebnisse 
zeigen, dass die Materialoberflächen von einem > 10 nm dicken Urinfilm bedeckt sind, 
dessen Zusammensetzung hinsichtlich der chemischen Elemente auf den verschiedene 
Materialien gleich ist. Über 90 % des Urinfilms bestehen dabei aus Kohlenstoff, Sauer-
stoff und Stickstoff, anorganische Inhaltsstoffe stellen nur einen geringen Anteil dar. 
Diese Zusammensetzung stimmt grundlegend mit den XPS-Untersuchungen von Urin 
als Referenzprobe überein. Aufgrund der Komplexität des Urinfilms konnten keine Antei-
le für Stoffgruppen anhand der Ergebnisse dieser XPS-Untersuchungen berechnet 
werden.  
Die Untersuchung der Proteinzusammensetzung des Urinfilms ist im Hinblick auf die 
bakteriellen Adhäsion besonders interessant. Sowohl die Anwendung der massenspekt-
roskopischen Methode TOF-SIMS in Kombination mit der Hauptkomponentenanalyse, 
als auch eine AFM-unterstützte Immunogoldmarkierung einzelner Proteine waren jedoch 
nicht erfolgreich. Grund dafür war die Komplexität und die geringe Konzentration der 
einzelnen Komponenten im Urinfilm. 
Die Kombination aus Immunofluoreszenz und einer Kalibrierung mit QCM ermöglichte 
die quantitative Bestimmung der Proteinkonzentration im Urinfilm direkt auf verschiede-
nen Materialoberflächen. Es zeigen sich dabei unterschiedliche Konzentrationen der 
beiden Hauptproteine des Urins, Serumalbumin (HSA) und Tamm-Horsfall-Glykoprotein 
(THP). Dabei ist im Vergleich meist das urineigene THP in einer höheren Konzentration 
auf den Materialoberflächen vorhanden.  
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Zur quantitativen Bestimmung der Adhäsionskräfte zwischen Bakterien und Material-
oberflächen wurde die kolloidale Kraftspektroskopie eingesetzt. In diesen Untersuchun-
gen zeigten sich für Glas und Polystyrol wie erwartet große Unterschiede in den maxi-
malen Adhäsionskräften auf Bakterien. Durch die Beschichtung der Materialoberflächen 
mit HSA, THP oder Urin gingen diese materialspezifischen Unterschiede verloren, die 
maximale Adhäsionskraft war für alle drei Beschichtungen gleich. Der Urinfilm mit einer 
Schichtdicke von > 10 nm maskiert die materialspezifische Eigenschaften und minimiert 
so den Einfluss des Materials auf die bakterielle Adhäsion.  
Die Ergebnisse eines statischen Adhäsionstests für Bakterien auf verschiedenen Mate-
rialien wurden mit den Ergebnissen der kraftspektroskopischen Untersuchungen vergli-
chen. Die Resultate entsprechen sich dabei in ihrer Tendenz und führen zu dem Schluss, 
dass die kraftspektroskopischen Untersuchungsergebnisse auf tatsächliche Adsorpti-
onsvorgänge zwischen Materialien und Bakterien übertragen werden können. Es wird 
zudem deutlich, dass im Vergleich mit dem statischen Adhäsionstest die kolloidale 
Kraftspektroskopie die empfindlichere Methode ist und schon geringe Unterschiede in 
der Adhäsionskraft detektiert werden können. Daher eignet sie sich sehr gut zur Charak-
terisierung von antiadhäsiven Oberflächen. In Untersuchungen mit PEO und PVP konn-
ten zum einen die antiadhäsiven Eigenschaften der beiden Materialien im Bezug zu Glas 
und Polystyrol quantitativ bestimmt und zum anderen ein Unterschied zwischen diesen 
beiden Materialien beobachtet werden. Die Kraftspektroskopie birgt großes Potential für 
die Unterstützung der Entwicklung von antiadhäsiven Oberflächen.  
Die besonderen Herausforderungen dieser Arbeit lagen insbesondere in der Komplexität 
des Themengebiets. Von der Zusammensetzung der Urinprobe über die Auswahl rele-
vanter Materialoberflächen bis hin zur biologischen Heterogenität von Biofilmen gab es 
unzählige Parameter, die beachtet werden mussten. Die Wahl von geeigneten Testpa-
rametern ist einerseits unbedingt notwendig um reproduzierbare Experimente durchfüh-
ren zu können. Andererseits kann genau diese Auswahl die Möglichkeiten allgemeingül-
tige Schlussfolgerungen zu ziehen erheblich einschränken. Die Vereinfachung von 
komplexen Systemen birgt das Risiko, dass die erzielten Resultate streng an die ge-
wählten Bedingungen geknüpft sind. 
Für die Charakterisierung des Urinfilms war es besonders wichtig, die Ergebnisse der 
verschiedenen Untersuchungen in einen Gesamtzusammenhang einzuordnen. Wie bei 
einem Puzzle konnte nur so nach und nach ein Gesamtbild entstehen. Um das entstan-
dene Bild noch zu vervollständigen, könnten zukünftige Untersuchungen einen Schwer-
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punkt auf die anorganischen Bestandteile des Urinfilms legen. Auch eine weiterführende 
Analytik über die Proteine hinaus könnte eine sinnvolle Fortführung der Charakterisie-
rung sein. Sehr interessant hinsichtlich der Entwicklung von neuen Materialien wäre 
auch ein Testaufbau, in dem funktionalisierte Oberflächen den Körperflüssigkeiten Urin 
oder auch Blut ausgesetzt werden. Der Einfluss der sich ausbildenden Filme auf die 
Wirksamkeit solcher Oberflächen könnte damit geklärt werden. 
Der Zusammenhang zwischen den charakterisierten Eigenschaften des Urinfilms und 
der bakteriellen Adhäsion sowie im nächsten Schritt der Einfluss auf die Biofilmbildung 
ist eine große Herausforderung, die sicherlich noch nicht vollständig gemeistert ist. Eine 
allgemeingültige Antwort kann es in diesem Zusammenhang nicht geben, da je nach Art 
der verwendeten Bakterien Unterschiede in ihrem Verhalten zu erwarten sind. In diesem 
Zusammenhang wäre die Verwendung eines relevanten Krankheitserregers wie bei-
spielsweise Pseudomonas aeruginosa oder Proteus mirabilis ein verbesserungsfähiger 
Aspekt. Aufgrund der Sicherheitsbestimmungen konnte dies in der vorliegenden Arbeit 
nicht umgesetzt werden. Für zukünftige Forschungsprojekte die sich mit adsorbierten, 
bioorganischen Filmen auf Oberflächen und deren Einfluss auf die bakterielle Adhäsion 
beschäftigen, könnte die von den Bakterien produzierte extrazelluläre Matrix sehr inte-
ressant sein. Denn es ist sehr wahrscheinlich, dass auch diese von Bakterien eigens 
gebildeten Biomoleküle die Materialoberflächen belegen und als Adhesine dienen. Eine 
Untersuchung des Einflusses dieser Matrix auf die bakterielle Adhäsion erscheint daher 
vielversprechend.  
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